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CAPITOLO 1: INTRODUZIONE 
 
1.1 Il Disturbo Bipolare 
 
1.1.1 Patologia 
 
Il disturbo bipolare è una patologia psichiatrica caratterizzata da sbalzi d’umore 
divisibile in fasi distinte in base allo stato d’animo. Nei soggetti patologici si osservano 
fasi depressive alternate a fasi maniacali.  
Questo problema psichiatrico riguarda il 4% della popolazione senza distinzioni di 
sesso, cultura o gruppi etici. 
Le prime osservazioni di manie psicologiche risalgono al IXX secolo ad opera del 
dottor Jean-Etienne Dominique Esquirol. Primi casi di sbalzi d’umore furono 
osservati nel 1854 da Jules Baillarge. Il concetto vero e proprio di disordine bipolare 
però è stato introdotto da Adolf Meyer  intendendolo come risultato di fattori genetici 
associati ad altri fattori esterni sociali e psicologici. Per finire, nel 1957, sono stati 
definiti i sottotipi di questa patologia e sono state distinte le depressioni in bipolare, 
unipolare e associata ad episodi singoli. [1] 
 
1.1.2 Sintomi del Disturbo Bipolare 
 
I sintomi tipici delle diverse fasi del disturbo bipolare sono riassunte di seguito: 
 
Fase maniacale: fase della durata di circa una settimana caratterizzata da un umore 
particolarmente elevato (talvolta euforico) o irritabile. I soggetti che si trovano in 
questa fase manifestano aumenti di energia, bassissima necessità di dormire, pensieri 
che scorrono molto velocemente e modi di parlare affrettati. I livelli di attenzione sono 
notevolmente bassi e le capacità razionali potrebbero essere alterate con 
comportamenti rischiosi non percepiti come tali da questi soggetti. Tipici aspetti di 
questa fase sono: abuso di alcool, cocaina, stimolanti o sonniferi, idee deliranti, 
pensieri onnipotenti, comportamenti talvolta aggressivi e violenti anche verso 
familiari e bambini. Casi estremi possono anche incorrere in allucinazioni e psicosi.  
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In base agli individui, la fase maniacale può indurre ansia ed irritabilità oppure euforia 
e idee grandiose. 
Due o tre settimane prima della fase maniacale possono essere riconosciuti sintomi 
come disturbi psicomotori e del sonno e perdita di appetito. [2] 
 
Fase ipomaniacale: si tratta di una fase più moderata della precedente. L’umore è 
comunque elevato e particolarmente ottimista, si manifesta ancora scarsa necessità di 
sonno, pensieri e frasi veloci. Tutto questo però non ha ripercussioni sul normale stile 
di vita. La concentrazione in questa fase risulta molto elevata, la produttività aumenta 
e non si verificano casi di allucinazioni. 
Essendo un periodo non particolarmente sintomatico e preoccupante, spesso non 
viene riconosciuto come parte della malattia. I soggetti lo sospettano tale solo se si 
presenta subito dopo un periodo particolarmente depresso e con un cambiamento 
troppo repentino.  
Se non trattata questa fase può durare da qualche giorno fino ad un mese. [3] 
 
Fase depressiva: caratterizzata da tristezza, ansia, sensi di colpa e isolamento. 
Anche in questa fase sono frequenti casi di disturbi del sonno, perdita di appetito, 
pensieri suicidi. I soggetti manifestano stanchezza senza motivo, apatia, perdita di 
interesse nei confronti della vita, diminuzione della libido, irritabilità, difficoltà nella 
concentrazione. In rari casi possono addirittura manifestarsi allucinazioni come nella 
fase maniacale. 
Se non trattata questa fase può arrivare a durare anche 6 mesi. [4] 
 
Fase a cicli rapidi (o fase mista) : come indica la parola stessa si tratta di una fase 
in cui si fondono i sintomi depressivi e quelli maniacali. In particolare si parla di cicli 
rapidi se si verificano almeno 4 episodi di alterazione dell’umore nell’arco di un anno. 
I vari episodi di polarità opposta possono essere separati anche da 2 mesi privi di 
sintomi. Esempi di comportamenti misti sono crisi di pianto acute durante la fase 
maniacale, oppure flussi elevati e veloci di pensieri nelle fasi depressive. È in questa 
fase che si registra il più elevato numero di suicidi. [5] 
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1.1.3 Sottotipi e classificazioni della patologia 
 
Non è semplice definire i vari sottotipi del disturbo bipolare, le ultime classificazioni 
ne identificano 4 di cui uno non specifico [6] in base ai tipi di sintomi rilevati: 
 
1. Disturbo bipolare di tipo I, caratterizzato dalla presenza di uno o più episodi 
maniacali o misti (non necessariamente ipomaniacali). In alcuni casi possono 
manifestarsi anche episodi di depressione maggiore. Si possono avere anche due 
mesi di intervallo tra gli episodi maniacali oppure si possono verificare passaggi 
repentini da una polarità a quella opposta.  
L’età media di esordio è di 20 anni e le probabilità di suicidio si aggirano attorno al 
10-15% dei casi. 
 
2. Disturbo bipolare di tipo II, esso non presenta episodi maniacali ma include 
uno o più casi di episodi depressivi maggiori accompagnati da almeno un episodio 
ipomaniacale. Quest’ultimo non è invalidante e spesso non manifesta sintomi gravi 
né ha ripercussioni sulla vita, sul lavoro e nei rapporti sociali. Accade spesso di 
interpretare questa fase della malattia come un periodo particolarmente positivo o 
una guarigione, questa è una spiegazione delle errate o mancate diagnosi del 
disturbo bipolare. Addirittura nella fase di depressione maggiore i pazienti spesso 
non ricordano i periodi di ipomania se non con l’aiuto dei familiari. La fase più 
pericolosa di disturbo di II tipo è quella depressiva in cui ci possono essere 
compromissioni e ripercussioni sociali e lavorative. I fenomeni psicotici sono 
FIGURA N 1.1 
Andamento dell’umore 
nelle varie fasi del 
disturbo bipolare  
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totalmente assenti nella fase ipomaniacale e poco presenti in quella depressiva. 
Rischio di suicidio intorno al 10-15% in corrispondenza delle fasi depressive. 
 
3. Disturbo ciclotimico, caratterizzato da un’alterazione fluttuante e cronica 
dell’umore. I sintomi tipici di questa fase hanno minori pervasività, durata e 
frequenza rispetto ai casi precedenti. Minore è anche la loro gravità: si parla infatti 
di episodi ipomaniacali e depressivi, differenti da quelli maniacali e depressivi 
maggiori dei disturbi di tipo I e II. Ultima condizione per rientrare in questa 
categoria è la durata dei periodi privi di sintomi: non deve superare la durata di 2 
mesi consecutivi nel periodo di 2 anni. Il grado di ciclotimia resta comunque 
personale e influenzabile da eventi esterni e caratteri individuali. 
 
4. Disordine bipolare NOS (Not Otherwise Specified) se la diagnosi non sembra 
rispettare i criteri per i sottotipi precedenti o quanto meno se gli episodi si 
sovrappongono in maniera 
disordinata. [7] 
 
1.1.4 Epidemiologia  
 
Si presume che circa il 4% della popolazione rischi, nel corso della vita, di ricadere tra i 
casi di questa patologia. Da studi americani pare che siano leggermente maggiori i casi 
di disturbo bipolare di tipo I rispetto a quelli di tipo II. Se includiamo anche criteri di 
diagnosi “sotto-soglia” la percentuale sale dal 4 al 6,4%. [8] Uomini e donne sono 
ugualmente colpiti e il picco d’età in cui si presume abbia inizio la malattia è quello 
che coincide con la tarda adolescenza e le prime fasi dell’età adulta. [9] 
 
29%
17%
14%
38%
2%
BD II
BD NOS
BD I mixed
BD I depressed
BD I maniac
GRAFICO N 1.1 Percentuali di 
distribuzione dei vari sottotipi 
di depressione bipolare. Dati 
ottenuti da un’indagine di 
studio a Ginsberg del 2006 
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Questo disturbo porta con sè elevate percentuali di suicidio. Tra i pazienti bipolari 
addirittura 1 su 3 ha tentato o è riuscito a suicidarsi. 
 
 
 
1.1.5 Comorbidità del 
disturbo bipolare 
 
Studi effettuati negli ultimi anni 
hanno dimostrato la correlazione tra 
disturbo bipolare e altre patologie 
psichiatriche e che condividono con la depressione molti sintomi come variazioni di 
umore, disturbi affettivi, impulsività, propensione all’abuso d alcool o sostanze 
stupefacenti. [10 ] I tassi di prevalenza di queste patologie sono notevolmente più 
elevati nei soggetti bipolari. Studi epidemiologici hanno dimostrato che circa il 74,9% 
dei bipolari ha presentato almeno un altro disturbo d’ansia durante la vita. [11] Dalle 
esperienze cliniche è stato osservato che la comorbidità rallenta e peggiora il processo 
di guarigione della depressione bipolare.  
 
I disturbi che si presentano più frequentemente associati al bipolarismo sono: 
a) Disturbi di panico 
Indagini scientifiche hanno dimostrato che l’età di insorgenza dei sintomi della 
depressione bipolare di tipo I e II era molto inferiore in pazienti che presentavano 
disturbi di panico. [12] Negli individui che presentano entrambe le problematiche 
psichiatriche sono addirittura aggravati i sintomi tipici della depressione bipolare, 
inoltre in questi casi sembrano più frequenti disturbi alimentari e da abuso di droghe. 
[13] 
b) Disturbo d’ansia generalizzato (GAD) 
Secondo il National Comorbidity Study Replication un terzo dei pazienti bipolari è 
affetto anche da disturbi d’ansia generalizzati. Maggior probabilità di sviluppo di GAD 
si presenta in casi di depressione bipolare di I tipo.  
c) Fobia sociale 
Anche la fobia sociale è riscontrabile in circa il 50% dei pazienti bipolari. [14] 
GRAFICO  N 1.2 distribuzione del disturbo 
bipolare nella fascia  di  età adolescenziale 
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d) Disturbo ossessivo-compulsivo 
Sono stati osservati molti casi di soggetti bipolari e contemporaneamente affetti da 
disturbi ossessivo-compulsivi In questi casi risulta però necessaria una variazione di 
terapia, i farmaci per il trattamento dell’impulsività infatti sono sconsigliati nella 
depressione bipolare. [15] 
e) Disturbo da stress post-traumatico 
Per finire anche i disturbi da stress post-traumatico sono particolarmente frequenti 
nei pazienti bipolari. [16] 
 
Oltre alla compresenza di disturbo bipolare e patologie psichiatriche, sono state 
osservate anche comorbidità con altre patologie quali malattie cardiovascolari (angina 
pectoris, ipertensione), obesità, (iperglicemie, dislipidemie), emicrania e abuso di 
sostanze stupefacenti o alcool.  
 
1.1.6 Dati e studio sul disturbo bipolare  
 
Trattamenti “off-label”: I trattamenti cosi detti “off-label” sono molto diffusi nella 
pratica clinica. [17] 
Nel caso della depressione bipolare, i trattamenti off-label diventano “trattamenti in 
etichetta” se il medico non limita la diagnosi alla malattia primaria. La diffusione degli 
antipsicotici atipici ha ulteriormente aumentato il fenomeno delle terapie “off-label”. 
[18] La causa di questi trattamenti risiede spesso nella comorbidità di varie patologie 
psichiatriche difficili da diagnosticare. [19] Può accadere però che alcune categorie di 
farmaci peggiorino alcuni sintomi. 
 
Personalità premorbose: Nel 2008 è stato effettuato uno studio da Koszewska e 
Rybakowski, avvalendosi di dati clinici di pazienti psichiatrici con o senza stati misti e 
con o senza cicli rapidi basandosi sull’inventario Neuroticism, Extraversion, and 
Openness Personality-five-factor inventory NEO-FFI. Essi osservarono che alti tassi di 
stress nervoso possono indicare una predisposizione allo stato misto mentre non ci 
sono correlazioni con la rapidità dei cicli del disturbo bipolare. [20] 
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Un altro aspetto osservato nei bipolari da Scrivastava e Ketter, è la loro spiccata 
creatività. [21] Per finire Lonnqvist ha mostrato una correlazione tra estroversione 
premorbosa e disturbo bipolare. 
 
Prodromica: Il disturbo bipolare si manifesta con episodi più o meno sporadici, ci 
sono comunque, anche negli intervalli tra una fase e l’altra della malattia, sintomi 
residui: il 78% dei pazienti ha presentato sintomi prodromici depressivi, l’87% ha 
manifestato sintomi maniacali di tipo I. (Ketithner) [22] 
Analisi ancora più accurate hanno individuato quali specifici sintomi prodromci sono 
più diffusi. Tra i sintomi depressivi spiccano disturbi psicomotori e ansia maggiore, tra 
quelli maniacali invece sono riscontrabili più frequentemente disturbi del sonno, 
episodi psicotici e sbalzi d’umore. Esistono tuttavia terapie di prevenzione per questi 
sintomi prodromici. Ulteriori miglioramenti potrebbero derivare anche 
dall’inserimento nella terapia di trattamenti mirati a ridurre questi “sintomi residui” 
per diminuire i casi di recidive e cronicità. 
Sono in corso tuttavia altri studi sui sintomi prodromici poiché potrebbero rivelarsi 
utili anche nella diagnosi del disturbo bipolare. 
Nel corso degli anni sono comunque ben visibili i passi avanti fatti dai nuovi 
trattamenti: la lunghezza e la frequenza degli episodi maniacali si sono notevolmente 
ridotte. [23] [24] 
  
Costo: I disturbi bipolari sono causa di un ingente costo per la società. Uno studio del 
2009 ha infatti dimostrato un aumento dei costi diretti e indiretti di questa patologia. 
La stima viene calcolata sulla base della perdita di produttività, delle spese mediche-
ambulatoriali, di quelle trattamento-correlate, di quelle sostenute nel sistema di 
giustizia penale. È stato osservato che la maggior parte dei costi è associata ai ricoveri 
ospedalieri. La situazione peggiora con ulteriori spese per l’assistenza sanitaria, sia 
mentale che non, in caso di comorbidità con malattie metaboliche. [25] 
Ripercussioni si hanno anche sul lavoro se si vanno ad analizzare efficienza e giorni 
lavorativi persi. Più studi hanno infatti confermato che la presenza di dipendenti 
bipolari comporta notevoli spese per assenteismo e diminuita produttività. Inevitabile 
conseguenza di questo fatto è l’aumento di disoccupazione dei soggetti con disturbi 
bipolari diagnosticati. [26] 
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Sotto accusa per le elevate spese sono ancora i trattamenti farmacologici inadeguati, 
ritardati o addirittura assenti.  
 
Eccesso di mortalità: suicidi e tasso di mortalità sono superiori nei soggetti bipolari 
di 2 – 10 volte rispetto ai soggetti sani. [27] La maggior predisposizione di questi 
soggetti ad abuso di alcool e/o droghe e all’insorgenza di altre patologie (ad esempio 
diabete, malattie della tiroide, problemi cardiovascolari, obesità) spiega la causa 
dell’alto numero di morti in questa categoria di soggetti. [28] 
 
1.1.7 Diagnosi e sue difficoltà  
 
Tra i sintomi riconosciuti per la diagnosi dei disturbi bipolari ci sono stati d’umore 
eccessivamente elevati (maniacali o ipomaniacali) alternati a fasi depressive che 
impediscono di condurre un normale stile di vita quotidiano.  
 
Studi condotti negli ultimi anni sono andati a verificare qualità e validità di 
questionari e scale di valutazione utilizzati dai medici per diagnosticare il disturbo 
bipolare riassunti nella Tabella N 1.  
 
A conclusione degli studi sopra citati è stato reso noto che molte di queste “scale di 
valori” tagliano fuori molti casi miti. Tra i questionari di largo utilizzo dagli psichiatri 
Nome del test 
diagnostico 
Nome per esteso Utilizzo principale 
MDQ 
Mood Disorder 
Questionnarie 
Riconoscimento segni e sintomi del 
disturbo bipolare nelle fasi sia maniacali 
che depressive 
HCL-32 
32-item Hypomania 
Checklist 
Distinzione tra disturbo bipolare II tipo 
e depressione maggiore 
BSDS 
Bipolar Spectrum 
Diagnostic Scale 
Classificazione specifica del sottotipo di 
disturbo bipolare 
TABELLA N 1 Distinzione dei vari test diagnostici utilizzati dagli psichiatri come linee guida
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sono risultati essere più validi l’MDQ  e l’HCL-32 piuttosto del BSDS. In particolare 
l’HCL-32 sembra più accurato per l’individuazione del disturbo bipolare di tipo II. 
[29] 
Nonostante la presenza di schemi e questionari che guidano gli specialisti 
nell’individuazione dei soggetti patologici, risultano comunque molto difficili diagnosi 
sicure e precoci. Spesso i soggetti bipolari nella prima parte del percorso di cura non 
vengono riconosciuti e vengono trattati come pazienti unipolari. Solo dopo 
l’insorgenza del primo episodio maniacale o ipomaniacale viene corretta la diagnosi e 
modificata la terapia farmacologica che, essendo stata errata fino a quel momento, 
potrebbe aver peggiorato la situazione. [30] Non meno frequenti sono i casi in cui i 
pazienti stessi non sospettano niente fino alla comparsa di palesi episodi maniacali 
ritardando l’inizio delle terapie. 
Nel periodo infantile si presentano spesso alcuni sintomi che indicano il probabile 
sviluppo futuro di una depressione bipolare. Tra questi: deficit dell’attenzione e 
iperattività, alterazioni d’umore ed episodi di depressione maggiore. [31] 
Nonostante queste indicazioni resta complicata la diagnosi poiché si basa su sintomi 
molto personali e variabili. Si calcola per il disturbo bipolare un ritardo diagnostico 
medio di circa 10 – 12 anni. Ulteriori motivazioni di tale ritardo sono: 
• Sovrastima delle alterazioni dell’umore dovuta ad indagini troppo ampie della 
popolazione e che non tengono conto che alcune alterazioni umorali, entro certi 
limiti, non sono patologiche; 
• Omissione di informazioni ritenute irrilevanti o non facenti parte della malattia da 
parte dei pazienti nei colloqui con il medico. Molto spesso quelle trascurate sono 
invece caratteristiche fondamentali per il riconoscimento del disturbo da parte 
degli specialisti. 
• Mancanza di criteri univoci e oggettivi per la diagnosi e dipendenza di questi criteri 
dall’esperienza del medico. 
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1.1.8 Terapie farmacologiche attuali  
 
Le terapie attuali si dividono in trattamenti della fase acuta e trattamenti di 
mantenimento. Nel primo caso lo scopo è quello di diminuire gli eccessi di umore 
riportando il soggetto in condizioni di normalità psicofisiche, nel secondo caso invece 
lo scopo è quello di impedire  recidive e mantenere l’umore il più stabile possibile 
senza appesantire troppo il soggetto tenendo conto del superamento della fase acuta. I 
farmaci utilizzati sono specifici e variabili in ogni singola fase. 
 
Terapia fasi acute: 
 
Nella fase depressiva del disturbo bipolare, il trattamento è molto simile a quelli 
delle depressioni unipolari. L’obiettivo principale è quello di limitare i caratteristici 
sintomi pessimistici ricorrenti nelle depressioni cercando di ristabilire normali tratti 
psicosociali. Allo stesso tempo, trattandosi di disturbo bipolare, occorre porre 
particolare attenzione a non indurre episodi maniacali o ipomaniacali con farmaci 
troppo eccitanti.  
Prima scelta: 
GRAFICO  N 1.3  illustrazione delle percentuali dei casi che sono risultati positivi al 
test MDQ. Dal grafico è possibile notare che solo il 20% di questi positivi era stato già 
correttamente riconosciuto come bipolare, il restante 80% ha invece subito una 
diagnosi errata. 
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• Litio 
• Lamotrigina 
Tra i due a presentare maggiori evidenze è il Litio. 
Gli SSRI, molto efficaci nelle depressioni unipolari, in questi casi sono sconsigliati 
come ionoterapia. Rischiano infatti di indurre viraggi repentini verso la mania. 
Tuttavia sono associabili a Litio o Valproato. 
Seconda scelta (in caso di non risposta ai trattamenti di prima scelta): 
• Bupropione 
• Paroxetina 
• Venlafaxina 
Associati a Lamotrigina. 
Meno consigliati sono gli I-MAO e i vecchi triciclici che potrebbero indurre viraggi a 
fasi maniacali repentine ed hanno un maggior numero di effetti collaterali. 
In caso di manifestazioni psicotiche durante questa fase può essere utile un 
antipsicotico. 
Non è ancora del tutto chiaro se ci siano differenze nell’efficacia degli stessi 
trattamenti nei due tipi di disturbi bipolari (I e II). Sembra che il rischio di viraggio 
repentino a fasi maniacali dovuto ad antidepressivi sia inferiore nei bipolari di tipo II. 
In alcuni casi molto gravi o su richiesta dei pazienti sembrano essere efficaci anche la 
terapia elettroconvulsiva (ECT) e/o combinazioni con terapie cognitivo-
comportamentali. 
 
Nelle fasi maniacali, è opportuno un trattamento tempestivo per ridurre agitazione, 
aggressività e impulsività dei pazienti. 
Prima scelta: 
• Valproato 
• Litio 
• Antipsicotico (es Olanzapina) 
In particolare il Litio sembra avere un effetto leggermente ritardato rispetto al 
Valproato.  
Maggiore efficacia è osservata in associazioni di antipsicotici a Litio o a Valproato 
rispetto alle monoterapie.  
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Tra gli antipsicotici sono favoriti gli atipici rispetto ai tipici per i minori effetti 
collaterali. Tra i più raccomandati ritroviamo Olanzapina e Risperidone, meno 
evidenze per gli atipici Aloperidolo e Clorpromazina. 
Seconda scelta: 
• Ziprasidone o Quietapina (in sostituzione agli antipsicotici) 
• Carbamazepina o Oxcarbazepina (in sostituzione di Litio e Valproato) 
• Benzodiazepine (aggiunte in alcuni casi) 
L’uso di antidepressivi è sconsigliato in questa fase. 
Effetti clinici apprezzabili si dovrebbe osservare dopo 10 – 14 giorni di terapia. 
Anche in questa fase può essere utile il ricorso all’ECT in casi molto gravi. 
 
Nelle fasi miste lo specialista dovrebbe prima di tutto cercare di ridurre i fattori che 
possono contribuire a questi sbalzi d’umore come l’abuso di alcool o droga, oppure 
l’ipotiroidismo per citare solo alcuni esempi.  
Prima scelta: 
• Litio 
• Valproato 
• Lamotrigina 
Utili potrebbero essere associazioni di Lamotrigina e Litio o Valproato oppure 
associazioni con antipsicotici atipici. 
Sconsigliati gli antidepressivi. 
 
Terapia di mantenimento: 
 
Nella fase di mantenimento l’obiettivo è  prevenire il rischio di recidive e futuri 
sbalzi d’umore. 
Prima scelta: 
• Litio 
• Valproato 
• Lamotrigina 
Seconda scelta: 
• Carbamazepina 
• Oxcarbazepina 
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Stesse indicazioni sono valide anche per pazienti che si sono sottoposti a ECT. 
Gli antipsicotici assunti eventualmente nelle fasi acute maniacali dovrebbero essere 
sospesi in maniera graduale per evitare le discinesie tardive tipiche dei trattamenti 
prolungati. Il loro utilizzo è consentito solo in rari casi ad esempio per fenomeni 
psicotici persistenti o per evitare recidive. 
Associazioni di molti farmaci comportano necessariamente una “somma” di effetti 
collaterali, quindi è consigliato utilizzare più farmaci solo per ripresentazioni di 
sintomi sottosoglia o per brevi episodi. [32] 
 
1.1.9 Impatto sul trattamento e risposte in caso di 
comorbidità 
 
I disturbi d’ansia associati alla depressione bipolare hanno un impatto negativo nel 
corso della malattia in quanto sembra che contribuiscano ad aumentare frequenza e 
lunghezza degli sbalzi d’umore, rischi di dipendenza da sostanze d’abuso, rischi di 
suicidio ed episodi psicotici. Ripercussioni negative sono osservate nei trattamenti più 
efficaci. [33] 
Il ristretto numero di farmaci che si possono utilizzare in caso di compresenza di 
bipolarismo e disturbi d’ansia sembra avere poco effetto su questi ultimi. [34] Il 
gabapentin, un anticonvulsivante indicato in genere per disturbi di panico e fobie 
sociali, è uno dei pochi farmaci che sembra efficace anche nei disturbo di ansia. [35] 
Si sta facendo strada l’ipotesi che antipsicotici atipici come olanzapina o quetapina e 
stabilizzanti dell’umore, come la lamotrigina, siano molto utili per tenere sotto 
controllo l’ansia nei bipolari. [36] Sugli stabilizzanti dell’umore primari gli studi non 
hanno ancora dato evidenze e conferme particolari. [37] 
Allo stesso modo anche gli antidepressivi utilizzati per i disturbi d’ansia non hanno un 
ben noto effetto sul disturbo bipolare. È stato osservato in alcuni soggetti bipolari 
addirittura un peggioramento degli effetti collaterali di questi antidepressivi per lo più 
durante la fase apatica o in caso di trattamenti prolungati.  [38] 
Tra tutti gli antidepressivi, gli unici che non hanno dimostrato problemi in 
associazione con stabilizzanti dell’umore assunti dai bipolari, sembrano gli SSRI. [39] 
Le Benzodiazepine hanno dimostrato efficacia a breve termine, spesso sostituiscono il 
Litio nelle fasi acute per la velocità d’azione che le caratterizza. [40]  [41] È ben noto 
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però il rischio di dipendenza da BDZ [42] a cui si somma il rischio di destabilizzare la 
malattia bipolare con conseguenti peggioramenti. Infine l’effetto rimbalzo dovuto 
all’interruzione del trattamento con BDZ esclude questa categoria dall’elenco dei 
farmaci che si possono usare in comorbidità di disturbi d’ansia e bipolarismo. [43] 
Buoni effetti ansiolitici si sono invece osservati con terapie psico-sociali i cui effetti 
positivi sembrano mantenersi anche alla fine del trattamento. [44] 
 
Concludendo, dai vari studi effettuati in caso di comorbidità di disturbi d’ansia e 
bipolarismo, si è potuto concludere che è fondamentale un attento e costante 
monitoraggio clinico dei pazienti. Sono molto diffusi, nel corso della terapia, casi di 
peggioramenti di sintomi psico-sociali e atteggiamenti suicidi. Poiché sono stati 
effettuati pochi studi su pazienti che presentano questa comorbidità, non è ancora 
chiaro se le terapie farmacologiche indicate per l’ansia siano altrettanti efficaci per le 
fasi maniacali  e depressive dei disturbi bipolari. Studi futuri andranno ad affrontare 
questo argomento. 
 
Un interessante studio sull’Italia [45] è andato a stimare, tra i soggetti positivi ad un 
test di screening detto MDQ, l’uso di psicofarmaci, il tipo di antidepressivi utilizzati in 
questi trattamenti e la reale ed effettiva durata del disturbo bipolare nel corso della 
vita.  
Lo studio si è svolto attraverso un’indagine di comunità tramite semplici interviste. I 
protagonisti dello studio sono stati scelti a caso spaziando in varie località italiane e in 
contesti socio-economici variabili. 
Nelle interviste come primo aspetto sono stati valutati: 
• dati demografici,  
• assunzioni precedenti di sostanze psicotrope,  
• utilizzo di strutture sanitarie, 
• trattamenti quotidiani con antidepressivi nei 15 giorni precedenti all’intervista. 
Il colloquio è stato effettuato seguendo la versione italiana di schemi semi-strutturati 
derivati dalle schede di valutazioni avanzate di disturbi psichiatrici ANTAS. 
Risultati: 
• Tassi di positività al test MDQ leggermente più alti negli uomini (3,4% contro 2,7% 
delle donne); 
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• Positività totale dei campioni: 3% della popolazione; 
• Percentuali maggiori di positività al test MDQ in soggetti del nord e del centro 
Italia; 
• Coesistenza di positività al test MDQ  e diagnosi di depressione maggiore nel corso 
della vita nel 20% degli uomini e nel 28,3% delle donne; 
• Utilizzo di antidepressivi nel 32% dei positivi al test (con diagnosi positiva anche 
per depressione maggiore); utilizzo di stabilizzanti dell’umore nel 4% dei soggetti 
test-positivi. 
• Nessun caso di trattamenti con antipsicotici associati ad antidepressivi nei positivi 
al test MDQ. 
A  conclusione del lavoro, il metodo di studio usato è stato confrontato con quelli 
utilizzati in USA e con altri metodi italiani. Lo scopo di questo confronto è quello di 
testare la validità dell’MDQ, in quanto test di prima scelta in Italia per la diagnosi del 
disturbo bipolare. Buoni risultati sono stati ottenuti confrontando l’MDQ con un altro 
strumento di screening per la depressione bipolare in Italia. Non sono invece 
altrettanto positivi i confronti con studi degli USA per quanto riguarda la sensibilità. È 
infatti dubbia la capacità dell’MDQ di riconoscere casi di disturbi bipolari miti.  
Un dato preoccupante deriva dal fatto che in Italia un soggetto su 3 test-positivo 
risulta affetto anche da depressione maggiore e utilizza antidepressivi. Essendo noto 
che questa categoria di farmaci è molto sconsigliata e dannosa nel disturbo bipolare, si 
può dedurre che 1 caso su 3 non segue un trattamento corretto o non è stato 
riconosciuto come disturbo bipolare. Solo una piccolissima parte dei soggetti con 
depressione e bipolarismo fa uso di stabilizzanti dell’umore (terapia di prima scelta in 
casi di comorbidità). 
Al di là della validità del test diagnostico, il diffuso utilizzo di antidepressivi non 
associati a stabilizzanti dell’umore, come il Litio, è un dato allarmante per la salute dei 
pazienti che potrebbero incorrere in peggioramenti dei sintomi bipolari dovuti a 
trattamenti farmacologici inadeguati. 
 
Conclusioni dello studio italiano: Il dato riguardante la distribuzione geografica 
italiana dei soggetti patologici potrebbe suggerire che l’insorgenza della patologia 
risente dell’influenza del contesto economico-sociale in cui il soggetto si trova. Anche 
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la tendenza alla migrazione può probabilmente contribuire allo sviluppo di disturbi 
bipolari. 
Oltre alle percentuali ottenute dallo studio riguardanti l’incidenza del disturbo in 
Italia, è da considerare la scarsa attendibilità dei test diagnostici utilizzati dagli 
psichiatri italiani. 
 
1.2 I mitocondri 
 
1.2.1 Struttura 
 
I mitocondri sono piccoli organuli presenti nelle 
cellule di tutti gli organismi viventi ad eccezione 
degli eritrociti dei mammiferi, delle cellule che 
hanno subito modificazioni oppure di organismi 
come alghe blu-verdi e batteri. 
Sono stati descritti per la prima volta da Altmann 
nel 1884, hanno forma ovoidale o anche detta “a 
bastoncello”, ma possono anche assumere una 
conformazione granulare o 
filamentosa che va da 1 a 6 µm x 0,21 
µm. Se ne contano da 1.000 a 2.000 
per cellula, ad eccezione per gli 
ovociti in cui si arriva anche a 
30.000. 
Per il loro ruolo di “centrali 
energetiche”, i mitocondri si trovano 
nei tessuti in proporzioni variabili in 
base alla quantità di energia che ogni 
diverso tessuto deve produrre. Si 
spiega così la maggior concentrazione di questi organelli in cervello, fegato e muscoli. 
La struttura dei mitocondri è comune per tutte le cellule in cui essi sono contenuti. 
Sono caratterizzati da 4 compartimenti (evidenziati anche nella Figura N1.3) ognuno 
dei quali lavora in maniera interdipendente: 
FIGURA N 1.2 visione al 
microscopio dei mitocondri umani 
FIGURA N 1.3  struttura del mitocondrio 
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1. Membrana esterna: liscia ed elastica, costituita per il 50% da lipidi (tra cui 
anche il colesterolo). Presenta canali proteici transmembrana voltaggio-
dipendenti (le porine) che permettono il passaggio di anioni e molecole sotto i 
5.000 Da. Si ipotizza la presenza di una proteina intermebrana solubile che fa 
da modulatrice dell’attività delle porine regolandone il flusso di molecole. 
2. Membrana interna: costituita da un doppio strato fosfolipidico, come tutte 
le membrane cellulari, ma più ricca di proteine rispetto alla precedente (circa il 
70% della membrana). Presenta cardiolipidi ma non è presente il colesterolo. 
Questa membrana ha molte invaginazioni dette creste. Quantità e struttura 
delle proteine, distribuite su strato lipidico e creste, varia in base al tipo di 
cellula. La funzione di questa seconda membrana è quella di regolare, in 
specifici momenti del ciclo cellulare, la permeabilità delle sostanze che 
provengono da citoplasma e devono entrare nel mitocondrio. La presenza di 
“creste” suggerisce la necessità da parte di questo organello di aumentare la 
superficie totale di scambio tra i due compartimenti esterno e interno. Lo scopo 
è quello di avere uno spazio sufficiente per i numerosi complessi della catena 
respiratoria, dell’ATP-sintasi e quelli necessari per la fosforilazione ossidativa. 
L’integrità strutturale delle due membrane è garantita dalla presenza di alcuni 
punti di contatto tra le due. A questo livello sono presenti anche particolari 
enzimi che, collaborando con quelli del REL e permettono la sinesi degli 
ormoni steroidei. 
3. Spazio intermembrana: costituito da enzimi che, sfruttando l’ATP, 
fosforilano i difosfati . 
4. Matrice: parte del mitocondrio racchiusa dalla membrana interna, costituita 
da un 50% di proteine (per lo più attaccate alla membrana interna in forma 
reticolata) e da proporzioni minori di molecole idrosolubili. La consistenza di 
questa matrice è gelatinosa. All’interno della matrice si riconoscono numerosi 
enzimi (tra cui quelli del ciclo di Krebs), molecole di DNA (mRNA, rRNA, 
tRNA), ribosomi mitocondriali, DNA e RNA polimerasi, NAD+ e FAD e loro 
forme ridotte, ioni calcio e magnesio. 
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In corrispondenza di molte proteine di membrana si trovano enzimi che velocizzano i 
passaggi delle varie reazioni incanalando substrati e prodotti nelle giuste direzioni.  
Contrariamente a quanto si pensava in precedenza, i mitocondri sono molto mobili e 
adattabili. Essi cambiano spesso forma dando luogo a filamenti lunghi e ramificati, si 
associano a strutture che richiedono energia (ad esempio le miofibrille), subiscono 
fusioni e fissioni, queste ultime finemente regolate ed equilibrate da altre molecole.  
 
Caratteristica esclusiva dei mitocondri è la presenza di un piccolo DNA, il cosi detto 
“genoma mitocondriale” (mtDNA). Quello umano ha forma circolare, non è associato 
a proteine ed è caratterizzato da 16.569 paia di basi che codificano per 2 rRNA, 22 
tRNA e 13 catene polipeptidiche coinvolte nei processi di fosforilazione ossidativa. Le 
copie del mtDNA variano da 1 a 10. 
È grazie alla scoperta della presenza di materiale genetico che si è ipotizzato un’origine 
ancestrale di questo organello indipendente dalle cellule in cui si trova localizzato ora. 
Si pensa ad un protoeubatterio fotosintetico che sia stato inglobato dalla cellula per 
endocitosi e che abbia trasferito gran parte del suo materiale genetico al nucleo 
cellulare lasciando un piccolo residuo nella matrice. Questa ipotesi è rafforzata anche 
dal fatto che i mitocondri siano organuli semi-autonomi. Essi sono dotati di tutti i 
sistemi per la sintesi proteica che viene regolarmente svolta dall’organulo in maniera 
indipendente dal resto della cellula. Nonostante questo la vita dei mitocondri si 
sviluppa grazie anche al contributo dei sistemi genetici della “cellula ospite”. Molte 
proteine mitocondriali sono codificate dal genoma nucleare, sintetizzate grazie ai 
ribosomi del citosol e trasportate nell’organulo. Nel citoplasma queste proteine si 
trovano sottoforma di precursori con una sequenza segnale “extra” che ha la sola 
funzione di essere riconosciuta dai sistemi di trasporto e dai recettori di membrana. 
Una volta giunta nella corretta locazione viene infatti tagliata da specifiche proteasi.  
In altri casi la proteina è già “matura” e non ha bisogno di tagli proteasici. Altre 
molecole invece sono interamente sintetizzate nella matrice mitocondriale 
indipendentemente dal resto della cellula. [46] 
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1.2.2 Funzioni mitocondriali 
 
1. Produzione di molecole energetiche (processo di respirazione 
cellulare) 
Processi esclusivamente mitocondriali: 
• Ciclo di Krebs o degli acidi tricarbossilici (TCA) 
• Catena di trasporto degli elettroni 
• Fosforilazione ossidativa 
 
Processi che coinvolgono anche il citoplasma per alcune reazioni: 
• Gluconeogenesi 
• Ciclo dell’urea 
Ciclo di Krebs e fosforilazione ossidativa sono i passaggi finali del catabolismo di 
sostanze introdotte con la dieta quali carboidrati, lipidi e proteine. Il processo nel 
FIGURA N 1.4 Riassunto schematico dei due processi che la cellula svolge per produrre 
energia partendo da molecole assunte con la dieta (in figura in particolare sono evidenziati 
glucosio e trigliceridi). Come si può osservare la glicolisi avviene all’esterno del mitocondrio 
mentre il ciclo di Krebs, detto anche ciclo degli acidi tricarbossilici  (TCA), avviene 
all’interno del mitocondrio. 
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complesso è detto anche respirazione cellulare ed è schematizzato nella Figura N1.4. I 
nutrienti che arrivano alle cellule subiscono una prima demolizione nel citoplasma, 
senza l’utilizzo di ossigeno dando luogo ad una digestione parziale e ad una quantità 
ristretta di ATP. Questo primo processo prende il nome di glicolisi ed è la cosi detta 
“respirazione anaerobica” Per fornire alla cellula una maggior quantità di energia 
(sempre sottoforma di molecole di ATP), i nutrienti sono ossidati ad anidride 
carbonica e acqua. Nei passaggi intermedi e nella parte finale di questo processo si 
formano ATP, calore e altri agenti transmembrana disponibili per la cellula. 
Il bilancio di produzione energetica è quindi notevolmente più spostato verso i 
mitocondri. A questo livello ogni molecola di glucosio fornisce 36 molecole di ATP. Il 
processo glicolitico invece fornisce solo 2 molecole di ATP. 
 
In breve il carbonio dell’acetil-CoA , la molecola ottenuta dalla catalisi citoplasmatica 
di glucidi, acidi grassi e alcuni amminoacidi, è ossidato ad anidride carbonica mentre 
l’idrogeno dell’acetil-CoA è utilizzato per formare NADH e FADH2 a partire da NAD+ e 
FAD. Tutti i passaggi di ossidoriduzione che partono dall’acetil-CoA nel loro 
complesso costituiscono il cosi detto “ciclo di Krebs” (o degli acidi tricarbossilici) 
illustrato nella Figura N 1.5. L’Acetil-CoA, una volta entrato nel ciclo, inizia a subire 
una serie di ossidoriduzioni, decarbossilazioni e disidratazioni e re-idratazioni fino a 
riformarsi di nuovo a fine ciclo. Le ossidazioni 
sono effettuate da specifiche deidrogenasi e le 
riduzioni associate sono quelle dei cofattori 
NADH e FADH2 che in questa fase perdono un 
protone. 
Segue adesso la catena di trasporto degli 
elettroni che vede protagonisti i cofattori 
NADH e FADH2  come mostrato nella Figura 
N 1.6. I cofattori NADH e FADH2 vengono 
ridotti da una serie di 3 complessi enzimatici 
trans membrana che contemporaneamente 
trasferiscono anche elettroni da una molecola 
ad un’altra. L’accettore finale di protoni è 
l’O2 che forma H20. Ogni complesso della 
FIGURA N 1.5 Rappresentazione 
schematica del ciclo di Krebs dove sono 
evidenziate le tappe del ciclo stesso e la 
formazione delle specie ridotte di NAD e 
FADH, responsabili della conservazione di 
parte dell’energia derivante 
dall’ossidazione degli intermedi del ciclo 
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catena espelle dalla membrana interna ioni H+ creando un gradiente protonico e di 
concentrazione tra matrice e spazio intermembrana dei mitocondri. 
Fondamentale nel processo di produzione energetica è questo gradiente protonico. 
L’ATP-sintasi, una pompa protonica, sfrutta proprio questo gradiente per fosforilare 
ADP e formare ATP. In altre parole la pompa utilizza l’energia derivante dal passaggio 
spontaneo di ioni H+ secondo gradiente (dall’esterno della membrana alla matrice), 
per produrre molecole energetiche sfruttabili dalla cellula nei processi vitali (l’ATP). 
Il delicato equilibrio di afflusso ed efflusso delle molecole ATP, ADP e altri metaboliti 
coinvolti, è regolato finemente dai segnali di richiesta o meno di energia da parte della 
cellula.  
 
2. Apoptosi 
L’apoptosi è la cosi detta “morte programmata” delle cellule. I mitocondri sono 
coinvolti nella regolazione di segnali che regolano la morte cellulare, ad esempio il 
citocromo c. [47] Questa molecola si trova normalmente all'interno dei mitocondri in 
modo da essere separata da un fattore pro-apoptotico (Apaf-1) situato nel citosol. In 
caso di compromissione della membrana mitocondriale Apaf-1 e citocromo c vengono 
FIGURA N 1.6 Catena di trasporto degli elettroni con i tre complessi che attraverso 
l’ossidazione di NAD+ e FADH trasportano ioni H+ nello spazio intermembrana creando 
un gradiente protonico sfruttato dall’ATP-sintasi per fosforilare l’ADP ad ATP (molecola 
energetica) 
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FIGURA N 1.7 
Rappresentazione di 
alcune molecole 
coinvolte nei processi 
apopotici mitocondriali 
in contatto e attivano una serie di reazioni caspasi-dipendenti che portano la cellula 
incontro a morte. [48] Parte di questi processi sono raffigurati in Figura 1.7. 
Analogamente altre due proteine nei mitocondri, Smac/DIABLO e Omi/HtrA2 sono 
tenute separate da inibitori dell’apoptosi proteica (IAP) del citosol. In caso di aumento 
della permeabilità della membrana mitocondriale, le due proteine vanno ad interagire 
con le IAP. Segue l'attivazione di due DNAsi (Caspasi 3 e 9), induttori apoptotici (AIF) 
ed endonucleasi G che nel nucleo promuovono la cromatinolisi. [49] 
Evento scatenante dei due casi è il cambio di permeabilità della membrana 
mitocondriale. 
 
Mentre molti studi hanno evidenziato che l’inibizione delle caspasi comporta una 
diminuzione dell’apoptosi, non si può dire lo stesso sul rilascio di citocromo C né sulle 
proteie Smac, HtrA2 e AIF. Queste infatti possono essere rilasciate in precise quantità 
senza indurre l’apoptosi. [50] [51] Sono quindi in fase di studio meccanismi che 
permettono di chiarire se e come sia possibile intervenire su queste molecole per 
controllare l’apoptosi patologica. 
 
3. Specie reattive dell’ossigeno 
La maggior parte delle ROS intracellulari sono prodotte dai mitocondri.[52] La loro 
produzione comporta danni cellulari e conseguenti patologie. [53] Qualsiasi 
alterazione a livello dei complessi della catena respiratoria può portare una dannosa 
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diminuzione di energia. Se ad esempio non è sufficiente l’ADP pronta per essere 
trasformata in ATP, il flusso di elettroni diminuisce, la velocità della catena 
respiratoria si abbassa e si forma lo ione O2-. [54] La Figura N 1.8 mostra alcune cause 
e conseguenze della formazione di ROS nei mitocondri se queste non sono 
adeguatamente controllate e limitate dagli antiossidanti. 
Lo ione radicalico può derivare anche da alcuni substrati del Complesso I (complessi 
con zolfo e ferro) o essere un prodotto dell’auto-ossidazione dell’ubisemiquinone nel 
Complesso III. [55] 
 
Lo ione O2- una volta formatosi reagisce con l’ossido nitrico dando perossinitriti 
responsabili della nitrazione di residui tirosinici di neurotrasmettitori monoaminergici 
e altri composti amminici. [56] Per impedire i danni delle ROS i mitocondri sono 
dotati di antiossidanti tra cui il coenzima Q10, la creatina, la nicotinammide, e il 
glutatione o metallo-enzimi (come la superossido dismutasi o SOD) [57] che 
convertono O2- in H2O2. Il perossido di idrogeno una volta formato è convertito in H2O 
dalla glutatione perossidasi e catalasi citosoliche (come mostrato nella figura 1.7) 
FIGURA N 1.8 Reazioni di metabolismo dell’ossigeno con formazione delle specie 
reattive (ROS): 
1. anione superossido (02-) 
2. perossido di idrogeno (H2O2) 
3. radicale ossidirilico (OH·) 
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È’ necessario comunque sottolineare che le ROS in determinate quantità hanno anche 
ruoli fisiologici, ad esempio sono segnali per l’apprendimento e la memoria sinaptica. 
[58] 
 
4. Segnali dovuti al Ca2+ 
Altra funzione dei mitocondri è quella che riguarda l’omeostasi dello ione calcio. [59] 
Questo ione è il principale secondo messaggero coinvolto sia nei processi a breve che 
in quelli a lungo termine. Il calcio in particolare è uno ione pro-apoptotico. A 
dimostrazione di questo fatto vari studi hanno evidenziato che le proteine Bcl-2 simili 
(antiapoptotiche) inducono una diminuzione degli ioni Calcio nel reticolo 
endoplasmatico (ER) e una conseguente  diminuzione, in citosol e mitocondri, di 
reazioni Calcio-dipendenti. [60] Al contrario proteine pro-apoptotiche inducono un 
aumento di tale ione e delle conseguenti reazioni. [61] 
In aggiunta al processo apoptotico, il Calcio è fondamentale anche in molte reazioni 
del SNC. [62] Per indurre trasmissioni sinaptiche si utilizzano infatti variazioni di 
concentrazioni dello ione calcio. Processi che comportano queste cambi di 
concentrazione risiedono nei mitocondri. Le reazioni che coinvolgono il Calcio sono i 
cicli di up-regulation di TCA e ATP sintasi e il sistema carrier dell’aspartato. [63] Tutte 
sono finalizzate all’aumento di ATP. 
Si parla in questi casi di “effetto locale” del Calcio, è tuttavia osservabile anche un 
effetto in siti più distanti se questo aumento intracellulare diffonde attraverso la 
cellula e agisce a distanza. A causa di questa diffusione possono manifestarsi anche 
danni come necrosi del cuore, danni da riperfusione da ischemia ecc. [64] 
Ad essere coinvolti nei processi di regolazione della concentrazione di ioni Calcio sono 
due recettori del glutammato Calcio-permeabili: gli NMDA  e gli AMPA. 
In particolare, l’esposizione prolungata al glutammato induce una serie di eventi che 
inducono morte cellulare Calcio-dipendente. La concentrazione di calcio aumenta in 
seguito all’attivazione dei recettori NMDA, [65] la depolarizzazione induce l’apertura 
dei canali del Calcio voltaggio-dipendenti e gli scambiatori Na+/Ca2+ della membrana 
plasmatica si invertono. I mitocondri, per tamponare l’accumulo di Calcio nel citosol, 
aumentano a loro volta la riserva di questo ione al loro interno per molte ore. È questo 
accumulo prolungato il responsabile dei danni necrotici. Il sovraccarico di protoni nei 
mitocondri porta inevitabilmente un crollo del gradiente elettrochimico. [66] Alcune 
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FIGURA N 1.9 Visione d’insieme 
delle cellule del sangue 
patologie come tumori o malattie virali manifestano necrosi da accumulo di ioni 
calcio. [67] 
 
 
5. Amplificazione dei segnali 
Un’altra funzione importante dei mitocondri è quella di amplificare i segnali ricevuti 
in caso di eventi proliferativi e in casi di stress fisiologici. Un gran numero di proteine 
segnalatrici distribuite all’interno della cellula inviano i loro “messaggi” ai mitocondri 
che, attraverso flussi regolatori di calcio e fosfolipidi di membrana, amplificano questi 
segnali e permettono interrelazioni tra gli organuli. [68] 
 
6. Sintesi eme e colesterolo 
Funzioni secondarie dei mitocondri 
 
 
1.3 Le piastrine 
 
1.3.1 Struttura 
 
Le piastrine fanno parte degli elementi figurati del sangue e sono frammenti cellulari 
arrotondati di diametro tra 2 e 4 µm privi di nuclei e ribosomi. Valori fisiologici di 
piastrine nel sangue si aggirano tra  i 150.000 e i 400.000 elementi per mm3. La loro 
vita varia dai 4 ai 10 giorni. La distribuzione nell’organismo non è omogenea e spesso 
si ritrovano ampi aggregati. Il loro interno può essere suddivise in due zone: una 
periferica, (detta ialomera) ricca di strutture 
tubulari e microfilamenti di actina, e una centrale 
(detta granulomera) che contiene diversi tipi di 
granuli che racchiudono serotonina, fibrinogeno, 
enzimi lisosomiali e altre proteine.  
La formazione delle piastrine ha sede nel midollo 
osseo a partire dal megacarioblasto, (cellula 
capostipite e in comune con le altre cellule 
ematiche) e passa dal “megacariocito”, cioè una 
cellula grande con nucleo poliploide e citoplasma 
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diviso in strati di membrana piuttosto tortuosi. Le piastrine si formano fuoriuscendo 
come vescicole da questa grande cellula. [69] 
 
 
1.3.2 Funzioni piastriniche 
  
• Formare coaguli e 
permettere l’emostasi. Mediatori chimici 
interni a queste cellule sono 
rilasciati in caso di lesione 
ai vasi sanguigni. Per svolgere al 
meglio la loro funzione hanno 
una forma molto variabile, nelle 
fasi di coagulazione infatti 
passano da una conformazione 
arrotondata ad una più 
prolungata. I filamenti di 
actina vanno ad interagire 
con la miosina. Ulteriore 
aiuto per favorire e migliorare l’adesione ai vasi rotti è la presenza, sulla membrana 
esterna, di uno strato di glicosamminoglicani e glicoproteine.   
 
Brevemente il processo di emocoagulazione, illustrato in maniera semplificata nelle 
Figure 1.10 e 1.11, consiste nell’aggregazione piastrinica in corrispondenza dalla 
rottura dell’endotelio di un vaso sanguigno. In seguito all’aggregazione viene riversato 
in circolo il contenuto dei granuli delle piastrine. Una serie di sostanze chimiche 
rilasciate sia dalle pareti del vaso sia dalle piastrine, permette la formazione di fibrina 
dalle proteine del plasma. La fibrina intrappola come una rete cellule del sangue ed 
altre piastrine in circolo in modo formare un coagulo per impedire provvisoriamente 
la fuoriuscita dal vaso di sangue e altre sostanze. 
 
 
FIGURA N 1.10 Rappresentazione schematica della 
distribuzione di globuli rossi, piastrine e fibrina in caso di 
rottura dell’endotelio vascolare 
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Cosi come viene formato il coagulo però deve anche essere retratto 
e degradato per far spazio alle nuove cellule endoteliali dei vasi che 
si sono riformate nel frattempo. Una serie di eventi a catena induce 
l’attivazione del plasminogeno nel plasma, questo porta alla formazione di plasmina 
che degrada il coagulo grazie alla sua attività proteolitica. Il ruolo svolto dalle piastrine 
in questo processo è quello di secernere enzimi lisosomiali all’interno dei granuli per 
contribuire alla lisi del coagulo. 
 
• Liberare mediatori dell’infiammazione. La risposta infiammatoria negli 
organismi è permessa dal rilascio di ammine vasoattive (Serotonina e Istamina) 
contenute anche nei granuli delle piastrine. Ulteriori attivazioni da parte di neutrofili e 
monociti inducono aggregazione piastrinica e liberazione di altre sostanze vasoattive. 
 
• Fagocitare batteri, piccole particelle ed endotossine. Attraverso un sistema di 
canali nella membrana le piastrine contribuiscono alla detossificazione del plasma. 
[70] 
 
1.3.3 Ruolo dei mitocondri nelle piastrine 
 
È noto ormai da anni che i mitocondri hanno un ruolo fondamentale nelle cellule, in 
particolare sono essenziali per l’omeostasi energetica, per la produzione di segnali 
intracellulari come le specie reattive dell’ossigeno (ROS), per l’apoptosi cellulare. [71] 
Risulta un po’ complessa la spiegazione della presenza, seppure limitata, dei 
 
 
 
FIGURA N 1.11 Rappresentazione del processo di coagulazione 
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mitocondri nelle piastrine non trattandosi di cellule di tessuti metabolicamente attivi 
quanto muscoli o cervello. In realtà nelle piastrine si sono evidenziate grandi necessità 
di energie e sembra che queste cellule anucleate svolgano molte funzioni in cui sono 
coinvolti i mitocondri: 
 
• Un ruolo fondamentale è quello di regolazione dei due processi che producono 
ATP nella cellula (glicolisi e fosforilazione ossidativa) in funzione delle condizioni 
esterne in cui la cellula si trova. In base alla presenza o meno di ossigeno 
nell’ambiente, in base alla presenza di inibitori metabolici o di agenti 
disaccoppianti della fosforilazione ossidativa, le piastrine prediligono un processo 
piuttosto che un altro. [72] 
 
• Sappiamo che le piastrine nella fase di quiescenza sono metabolicamente attive e 
producono grandi quantità di ATP a partire da glucosio, glutammina e acidi grassi. 
[73] Un enzima piastrinico come la trombina aumenta la produzione di lattato per 
ossidazione di glucosio e glutammina. La grande richiesta di energia di queste 
cellule è motivata dalle varie modifiche morfo-funzionali necessarie nel momento 
della loro attivazione. [74]  La produzione di lattato indotta dalla trombina 
comporta l’inibizione dell’ossidazione del piruvato. [75] 
L’ossido di azoto (NO) e molti altri composti azotati invece aumentano la 
produzione piastrinica di lattato colpendo la citocromo c ossidasi. [76]La 
ripercussione di questo aumento sull’organismo è l’inibizione dell’aggregazione 
piastrinica, dell’adesione e della coagulazione. I composti azotati presi in esame 
colpiscono a livello della catena di trasporto degli elettroni e possono influire 
anche sulla densità dei granuli, sulla secrezione di sostanze ecc. [77] 
 
• Il reclutamento delle piastrine necessarie nel processo di coagulazione avviene 
grazie ad agonisti che aumentano l’ingresso di Calcio (Ca2+) nei mitocondri. Allo 
stesso tempo i fattori che permettono la fuoriuscita di questi ioni come la 
fosfatidilserina, restano invariati come numero. [78] Come risposta i mitocondri 
modificano la loro permeabilità di membrana [79] e, attraverso una serie di 
reazioni, producono le ROS. [80] Mentre in molti processi e in elevate quantità 
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queste specie radicaliche sono dannose per le cellule, in questo caso sono 
necessarie come secondi messaggeri della coagulazione. 
In caso di trombocitopenia è stata individuata una molecola plasmatica in grado di 
disaccoppiare i processi della fosforilazione ossidativa causando l’apoptosi 
cellulare.  
 
• L’apoptosi piastrinica deriva da una diminuzione del potenziale di membrana 
mitocondriale e comporta una cascata di eventi: 
1. transitorio aumento della permeabilità mitocondriale attraverso i suoi pori,  
2. rilascio di citocromo C dalla matrice al citosol della cellula,  
3. legame di questo citocromo con l’APAF-1 (Fattore di Attivazione di Proteasi 
Apoptotica 1),  
4. autoattivazione dela caspasi 9 
5. attivazione della caspasi 3 che scinde le proteine del citoscheletro in modo 
da far andare la cellula incontro a morte programmata. [81] 
Sono molte le sostanze con questa attività pro-apoptotica, tra queste ad esempio la 
trombina [82] e il collagene. [83] È stato interessante notare che in alcuni casi la 
stessa sostanza ha un’attività attivatrice delle piastrine a basse concentrazioni, mentre 
ha attività pro-apoptotica ad elevate concentrazioni. Questo perché l’aumento del 
potenziale di membrana indotto dalle basse concentrazioni a lungo andare può 
comportare un collasso della membrana stessa. [84] 
È il caso della protrombina che in fenomeni trombotici è notevolmente elevata. 
Aumenti di apoptosi piastrinica sono riscontrati in patologie come diabete di tipo 2, 
[85] trombocitopenia immune [86] e malaria. [87] 
 
1. 4 Mitocondri nel Sistema Nervoso Centrale 
 
Sono molti i processi fisiologici a livello del sistema nervoso in cui sono coinvolti i 
mitocondri: sono sfruttati per i loro movimenti, per la loro capacità di variare il 
potenziale di membrana, per l’attivazione di neurotrasmettitori, per la trasmissione di 
segnali che portano ad attivazione di protein-chinasi, deacetilasi e altri enzimi e per il 
ruolo di  facilitazione nel riconoscimento e nell'adesione tra fattori di crescita e loro 
recettori. [88] 
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1.4.1 Funzioni dei mitocondri nel Sistema Nervoso 
Centrale 
 
I mitocondri sono anche coinvolti in processi di differenziazione neuronale (cioè una 
fase della neurogenesi). [89] Durante questo processo si osservano: 
• aumento dei mitocondri nelle cellule 
• diminuzione della velocità di spostamento dei mitocondri 
• diminuzioni di neuriti 
 
Trattamenti con cloramfenicolo [90] (inibitore mitocondriale della sintesi proteica) 
hanno dimostrato una diminuzione della differenziazione cellulare, al contrario, 
trattamenti con oligomicina (inibitore mitocondriale della ATP sintasi) non hanno 
dimostrato alterazioni dei processi di differenziazione. Questo studio di Vayssière 
implica che nella neurogenesi è coinvolto un aumento di mitocondri ma non di ATP. 
 
L’accumulo di mitocondri vicini ai siti di stimolazione del “Nerve Growth Factor” 
(NGF) permette di facilitare l’aggancio tra questi fattori e il citoscheletro della cellule. 
[91] 
Grazie a questa scoperta è stato possibile aggiungere all’elenco delle funzioni dei 
mitocondri anche quello di facilitare il processo di crescita neuronale.  
Un’elevata concentrazione di mitocondri si osserva anche in prossimità dei terminali 
presinaptici dove la richiesta di ATP  è particolarmente elevata per il mantenimento 
dell’omeostasi ionica e per le reazioni di fosforilazione. Recenti studi hanno 
dimostrato che lo spostamento dei mitocondri nelle protusioni dendritiche durante la 
sinaptogenesi facilita e aumenta il numero delle sinapsi. [92] 
 
Anche processi di apprendimento e di memoria come il potenziamento a lungo 
termine  coinvolgono i mitocondri. In caso di stimolazione delle funzioni cognitive 
infatti vengono rilasciati come neurotrasmettitori sinaptici glutammato e BDNF 
(Brain-Derived Neurotrophic Factor). [93] La finalità dei mitocondri in questo caso è 
quella di svolgere il ruolo di mediatori degli effetti dei neurotrasmettitori nelle sinapsi. 
Altrettanto importante a questo livello è anche il contributi mitocondriale per la 
produzione di energia richiesta dalle attività sinaptiche. [94] 
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1.4.2 Alterazioni mitocondriali nel Sistema Nervoso 
Centrale  
 
Vari studi hanno evidenziato una correlazione tra patologie neuro-psichiatriche e 
alterazioni mitocondriali di tipo strutturale, molecolare e funzionale. [95] Per 
verificare tale ipotesi sono state sfruttate tecniche come la tomografia ad emissione di 
positroni (PET) per l’analisi del metabolismo energetico cerebrale. [96] Sono in corso 
studi per capire quali altre disfunzioni siano alla base di queste patologie dato che 
quelle mitocondriali non sono le uniche. 
Anche se non sono completamente chiari i meccanismi specifici che collegano 
disfunzioni mitocondriali e patologie psichiatriche, [97] abbiamo oggi la prova che le 
prime fasi di varie malattie neurodegenerative associate a disturbi dell’umore derivano 
da stress ossidativo, apoptosi mitocondriale e riduzione di livelli di ATP. A confermare 
questa ipotesi ci sono molti studi di genetica cerebrale post-mortem, ricerche di 
biomarcatori  effettuati su roditori e soggetti umani malati. 
 
La causa della particolare vulnerabilità dei neuroni è dovuta ad una stretta dipendenza 
con la fosforilazione ossidativa mitocondriale che produce energia. 
Sono state evidenziate alterazioni della catena di trasporto degli elettroni in alcune 
patologie neurologiche come morbo di Parkinson, [98] emicrania, morbo di 
Huntington, [99] schizofrenia, [100] morbo di Alzheime. [101] 
In particolare sono stati evidenziati per ogni malattia difetti di attività di uno o piu 
complessi: 
Morbo di Parkinson  carenza attività complesso I 
Schizofrenia  aumento attività complesso I 
Emicrania  diminuzione attività complessi I e IV e attività della citrato sintasi 
Morbo di Alzheimer  diminuzione attività complesso IV, [102] diminuzione 
fosforilazione ossidativa, aumento glicolisi 
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1.5 Proteomica 
 
1.5.1 Introduzione e studi precedenti 
 
Nel corso del XX secolo si sono fatti strada sempre più progetti e studi volti a 
determinare e sequenziare i genomi, compreso quello umano. Risultati ottenuti dai 
progetti di sequenziamento genico hanno incoraggiato la ricerca di ulteriori 
metodologie globali volte a comprendere e descrivere il funzionamento cellulare. Oggi 
accanto alla genomica si stanno espandendo studi di trascrittomica (studio sull’RNA) e 
proteomica (studio di proteine).  
Nonostante sia in un contesto diverso, la proteomica non può prescindere dagli altri 
studi. 
L’inizio degli studi di proteomica ha visto periodi alti e bassi di interesse. A partire dal 
1954 iniziarono le prime scoperte sulla struttura delle proteine e dopo poco più di 20 
anni si arrivò alla pubblicazione di un catalogo di sequenze amminoacidiche. A partire 
dagli anni 80 fino al 2001 l’interesse di studio passò dalle proteine al genoma fino al 
completo sequenziamento del genoma umano. In questi anni molte tecniche si 
affinarono e permisero alla proteomica di spiccare di nuovo il volo grazie alle 
importanti scoperte sul genoma. Con tecniche più evolute è stato possibile manipolare 
geni in modo da amplificare, anche enormemente, la sintesi di proteine di interesse 
per le analisi. Fu così possibile arrivare alla totale comprensione della 
tridimensionalità delle proteine e ad individuare le cosi dette modifiche “post-
traduzionali” legate alla fisiologia della cellula ma anche agli stimoli esterni e agli 
influssi di altre proteine.  
Essendo una catena di collegamenti tra proteine e geni che le codificano, appare chiaro 
che per lo studio della proteomica è di fondamentale importanza possedere una banca 
dati genomica. 
In conclusione lo scopo della proteomica è quello di studiare le proteine nella loro 
globalità. [103] 
Il termine “proteoma” è stato coniato nel 1994 da Marc Wilkins e sta ad indicare il 
“prodotto dell’espressione di un genoma”. Ad un genoma possono corrispondere molti 
proteomi perché, oltre ad una serie di modifiche post-traduzionali che possono 
concorrere a modificare il proteoma di partenza, esiste anche un sistema di 
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regolazione dell’espressione genica. Conseguenza di queste regolazioni e modifiche è 
un ampliamento notevole del numero di proteine corrispondenti ad una sequenza 
genica. [104] 
Gli approcci proteomici possono essere vari in base agli specifici obiettivi che si 
desidera affrontare. Si distinguono quindi: 
• Proteomica strutturale 
• Proteomica funzionale 
Gli obiettivi di questi studi possono essere: 
• Studio e osservazione dell’espressione genica di determinate proteine in seguito a 
stimoli o condizioni particolari sia patologiche che fisiologiche 
• Studio e osservazione degli effetti quali-quantitativi di modifiche post-traduzionali 
• Analisi di possibili interazioni e relazioni tra le proteine che si ripercuotono su 
processi fondamentali della vita cellulare (ad esempio crescita, divisione, morte 
programmata ecc) 
• Integrazione del quadro già esistente degli studi biologici sulla struttura proteica 
con informazioni più specifiche sui vincoli strutturali 
• Identificazione delle proteine che interagiscono con specifici ligandi naturali o 
sintetici allo scopo di comprendere e migliorare i meccanismi farmacologici. [105] 
 
I passaggi che vengono seguiti nelle analisi proteomiche sono: 
1. Scelta e preparazione del campione 
2. Separazione delle proteine (la tecnica maggiormente usata è l’elettroforesi 
bidimensionale) 
3. Individuazione delle proteine grazie allo spettrometro di massa 
4. Confronto conclusivo con le banche dati di proteomica consultabili con appositi 
programmi sul web. 
 
Gli studi proteomici sulle malattie psichiatriche hanno iniziato a diffondersi in ritardo 
rispetto agli altri approcci. Il primo documento pubblicato risale al 2000. La 
motivazione di tale ritardo riguarda soprattutto la difficoltà nell’accesso dei tessuti 
necessari per le analisi. Il tessuto utilizzato in questo tipo di patologie è il tessuto 
cerebrale, il quale comporta non poche problematiche analitiche sia metodologiche 
che pratiche. Gli unici studi possibili sui tessuti cerebrali inoltre sono quelli post-
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mortem. Questi, se da un lato si sono rivelati molto utili per quanto riguarda le ipotesi 
eziopatologiche, dall’altro sono rischiosi perché potrebbero fornire dati alterati e non 
corrispondenti alla realtà. Resta comunque il fatto che i risultati forniscono  un quadro 
molecolare solo dopo la cessazione delle attività vitali. Ulteriore aspetto negativo 
consiste nell’impossibilità di esportare i risultati in modelli animali. Per tutte queste 
difficoltà si è reso necessario integrare gli studi sul tessuto cerebrale, con studi su altri 
tessuti periferici soprattutto per fini diagnostici e di monitoraggio degli effetti 
farmacologici. I fluidi biologici più utilizzati nei lavori di proteomica sono il liquido 
cerebrospinale e il sangue. 
Studi post-mortem 
Gli studi proteomici post-mortem fin ora effettuati sul disturbo bipolare hanno 
permesso la formulazione di ipotesi riguardanti l’origine e le cause della patologia. 
Per citare un esempio è stata osservata, nella corteccia frontale (FC-BA10) di soggetti 
bipolari, una minore espressione di due proteine coinvolte nello sviluppo cerebrale: la 
DPYSL2 (Dihydropyrimidinase-related protein-2) e la GFAP (glial fibrillary acid 
protein).  
Altri dati [106] derivano dalla corteccia cingolata anteriore (ACC-BA24) e 
suggeriscono una correlazione tra le funzionalità del citoscheletro e il disturbo 
bipolare. A variare in questo caso tra i soggetti malati e i sani è l’espressione di alcune 
subunità di tubulina.  
Anche la corteccia prefrontale dorsolaterale (DLPFC-BA9) di soggetti patologici ha 
fornito risultati interessanti ed ha evidenziato un’alterazione del metabolismo 
energetico dovuta all’espressione alterata di varie proteine rispetto a soggetti sani. 
[107] 
Gli studi che si stanno svolgendo negli ultimi periodi hanno preso in esame 
maggiormente due zone del cervello: la corteccia frontale (FC) e l’acumbens (ACC). I 
confronti sano-malato per quanto riguarda l’espressione dei geni che codificano per 
proteine in queste due regioni cerebrali hanno fornito già notevoli risultati [108]. Gli 
studi sopra citati del 2006 hanno confermato l’ipotesi che ad essere alterata, in 
entrambe le zone, è l’espressione della proteina DPYSL2. La DPYSL2 è coinvolta nei 
processi di sviluppo del sistema nervoso e in quelli di differenziazione cellulare: regola 
e guida la crescita dell’assone, il collasso del cono di crescita neuronale e la migrazione 
cellulare. Sarà evidente che alterazioni di questa proteina comporteranno anomalie nei 
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processi di crescita del tessuto cerebrale. Proprio queste anomalie potrebbero essere 
alla base dei disturbi bipolari. In particolare, confrontando le due zone cerebrali prese 
in esame, la proteina citata risulta maggiormente espressa in ACC ed espressa in 
maniera inferiore in FC.  
Anidrasi carbonica (CA2) e ALDOC, già studiate e risultate alterate negli studi 
proteomici che coinvolgevano pazienti schizofrenici, anche nei bipolari sono espresse 
in maniera diversa rispetto ai sani. Le ripercussioni di queste alterazioni si osservano 
sul metabolismo energetico. Questi ultimi due studi sono stati permessi dal Stanley 
Neuropathology Consortium e i campioni analizzati erano costituiti dal tessuto 
cerebrale di pazienti psichiatrici che manifestavano depressione maggiore, 
schizofrenia, disturbo bipolare e di soggetti sani. 
Liquido cerebrospinale (CSF) 
Le analisi sul liquido cerebrospinale hanno fornito dati interessanti e fanno ben 
sperare in buoni risultati futuri. Anche questo fluido però presenta delle difficoltà per 
quanto riguarda la raccolta dei campioni: prima di tutto sono notevolmente limitate le 
quantità che possono essere raccolte e la puntura lombare richiesta per il prelievo è 
particolarmente delicata e  rischiosa. In secondo luogo i liquidi raccolti possono subire 
la contaminazione con proteine sieriche dovute alla perdita di parte della barriera 
ematoencefalica. A causa delle difficoltà riscontrate nel campionamento, è stata 
abbandonata l’idea di utilizzare questo liquido per indagini diagnostiche su larga scala. 
Analizzando soggetti sani e pazienti con schizofrenia, depressione, disturbi ossessivo-
compulsivi o morbo di Alzheimer, gli schizofrenici hanno dimostrato una 
sovraespressione di 40 amminoacidi del peptide VGF-derivato, una sottoespressione a 
4 KDa di transtiretina e di un altro gruppo di amminoacidi a 6.800 – 7.300 Da. [109]. 
Si arriva addirittura a 77 proteine diverse se andiamo a confrontare le catene 
amminoacidiche di pazienti sani e schizofrenici nel liquido cerebrospinale utilizzando 
una strategia LC-MS (cromatografia liquida associata a spettrometria di massa) [110]. 
Se confrontiamo soggetti sani e pazienti “prodromici per psicosi” (PPP), troviamo che 
nel 29 – 36% dei casi è possibile identificare quali sono i soggetti malati e quali i sani 
analizzando i profili proteomici e metabolici. Purtroppo ancora non si ha la certezza di 
poter utilizzare questi dati per predire l’efficacia del trattamento. 
Ulteriore differenza sano-malato è la diminuzione dell’espressione 
dell’Apolipoproteina A1 negli schizofrenici, riscontrabile non solo nel liquido 
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cerebrospinale, ma anche in fegato, globuli rossi, siero e tessuto cerebrale (con analisi 
post-mortem). 
Tutti gli studi effettuati fin qui si sono concentrati sulla schizofrenia mentre i pazienti 
depressi sono stati usati solo ed esclusivamente come convalida dei risultati già 
ottenuti sui precedenti. [111] 
Siero 
Il fluido biologico più vantaggioso per indagini su vasta scala e che fornisce risultati 
più validi, esportabili e meno invasivi per i pazienti, rimane comunque il siero.  
Pare che esista una relazione molto stretta tra cellule del sistema nervoso e linfociti: 
spesso le alterazioni nel metabolismo dei linfociti sono accompagnate da disturbi del 
principale neurotrasmettitore del SNC e dei sistemi ormonali. Ciò che accomuna 
queste due cellule di diversa provenienza tissutale sembra essere l’espressione dei 
recettori di trasduzione e i meccanismi coinvolti in questo processo [112]. 
Una delle poche indicazioni ottenute dalla ricerca di biomarkers nel siero in caso di 
disturbi schizofrenici cronici è il livello di molecole infiammatorie sTNFR1 e sTNFR2 
che risultano superiori nei soggetti patologici. Non è stata però dimostrata una 
relazione tra la quantità di queste molecole e la gravità dei sintomi [113]. 
Non ci sono molte altre indicazioni su biomarkers nei vari studi condotti sui pazienti 
con disturbi psicotici, in compenso si presentano ripercussioni “extra-cerebrali” ben 
note come la down-regulation di fattori di crescita e /o di citochine pro-infiammatorie, 
l’alterazione di funzioni metabolice (insulino-resistenze) ed endocrine (es tiroide, 
steroidi sessuali ecc). 
Nel 2005, Dietrich-Muszalska et al. hanno posto sotto esame le piastrine di 
schizofrenici ed hanno messo in risalto che questi producevano una maggior quantità 
di specie reattive dell’ossigeno (come si poteva immaginare considerata la correlazione 
tra la produzione di queste ultime e lo stress ossidativo) e un calo dell’attività 
dell’enzima antiossidante superossido dismutasi. Due anni dopo Dietrich-Muszalska e 
Olas hanno riscontrato  una minor induzione all’aggregazione piastrinica collagene-
dipendente in soggetti patologici rispetto ai controlli. 
Craddock RM et al. nel 2008 hanno analizzato lisati di cellule T ed hanno individuato 
una proteina del gruppo delle α-defensine in grado di discriminare sani e malati 
schizofrenici sottoposti a trattamenti. Lo stesso gruppo di proteine è stato esaminato 
nel plasma per confrontare gemelli omozigoti schizofrenici e gemelli sani utilizzando il 
 37 
 
test ELISA. Anche il metodo ELISA ha confermato una sovraespressione di questi 
peptidi nei malati. 
Altri risultati su depressione e schizofrenia sono stati ottenuti nel 2010 da Domenici et 
el. L’attenzione del loro studio era rivolta sia verso molecole mai testate prima, sia 
verso molecole già dimostrate coinvolte in schizofrenia e depressione. La tecnica usata 
era un immunodosaggio multiplex con 79 campioni. Nei depressi erano aumentati i 
livelli di insulina e la matrice metallo-proteinasi 9 (MMP9), negli schizofrenici erano 
invece alterati i livelli di fattori di crescita circolanti (BDNF e EGF) e, anche se in 
maniera minore, chemochine e citochine. Lo studio di Domenici si è rivelato una utile 
conferma di una serie di altri risultati ottenuti negli anni precedenti con altre tecniche 
analitiche [114]. 
La quantità di biomarcatori di schizofrenia individuati fino al 2011 in siero e plasma è 
notevolmente elevata. Si arriva addirittura a 273. Questo dato ha permesso di 
suggerire una correlazione tra schizofrenia e processi immunologici e infiammatori 
con alterazione dei livelli di cortisolo come conseguenza dei segnali di stress e di 
un’alterata funzionalità dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrenale. [115]. 
È stato dimostrato anche un elevato grado di tossicità nei pazienti bipolari quasi 
paragonabile a quello dei pazienti con sepsi. Ponendo sotto studio una serie di 
molecole sieriche e confrontando i risultati di bipolari, di pazienti con sepsi e di 
controlli sani, si sono riscontrati molti marcatori discriminanti. Le molecole di 
riferimento erano BDNF, fatore neurotrofico 3, fattore di necrosi tumorale α, 
interleuchina 6 e 10, potenziale reattivo antiossidante complessivo, acido 
tiobarbiturico e porzioni carboniliche delle proteine. [116]. 
Sempre al 2011 risale uno studio che ha preso in considerazione pazienti schizofrenici, 
pazienti bipolari e soggetti sani. Diversamente da tutti gli studi precedenti, questi 
campioni sierici sono stati selezionati e analizzati circa un mese prima dell’inizio 
previsto della malattia. La tecnica scelta è stata nuovamente una tecnica 
immunoenzimatica. Sono risultate predittive 20 molecole nel caso della schizofrenia e 
14 molecole nel caso della depressione bipolare. Tuttavia solo un paio di queste 
molecole sono comuni ad entrambe le patologie. [117]. 
Lo stesso gruppo di ricercatori ha condotto uno studio su 181 proteine sieriche 
prendendo in esame vari disturbi psichiatrici. (Schwarz et al., Molecular Psychiatry 
Epub ahead of print) 
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Dai primi risultati disponibili dai confronti delle singole patologie con i sani, sono 
state evidenziate le seguenti differenze: 
• 60-75% delle proteine nella schizofrenia 
• 50% delle proteine nella depressione maggiore 
• 10-20% delle proteine in sindrome bipolare e di Asperger 
A conferma degli studi del 2008 di Huang et al.sul tessuto cerebrale, è stata 
identificata l’Apolipoproteina A1 come un biomarcatore sierico. I 15 pazienti affetti da 
disturbi bipolari e trattati con una terapia a base di Litio hanno dimostrato l’effettivo 
ripristino a livelli fisiologici di questa proteina. (Sussulini et al., 2011). 
Uno degli ultimi studi del 2011 [118] è stato condotto su pazienti bipolari in fase di 
remissione. Attraverso un’analisi di spettrometria di massa e cromatografia liquida 
effettuata su cellule mononucleate e siero, si sono individuate 60 differenze nelle 
espressioni di proteine in sani e malati. Le molecole alterate riguardano processi di 
regolazione di vita o di morte cellulare. Quest’ultimo studio ha particolare importanza 
poiché ha permesso di discriminare sani e malati in una fase difficilmente 
riconoscibile, cioè quella di remissione. 
 
1.5.2 Elettroforesi bidimensionale 
 
Procedimento analitico che associa l’elettroforesi ad alto voltaggio e la cromatografia 
di ripartizione peptidica su carta. Inizia a diffondersi come tecnica per la separazione 
di miscele proteiche complesse nel 1975 grazie a O’Farrell. Molto importante in quel 
periodo è anche la diffusione dei gel di poliacrilammide grazie alla loro notevole 
risoluzione e per questo molto sfruttati da queste analisi. I due processi alla base della 
bidimensione sono: 
1. Elettroforesi in gradiente naturale di pH (detta elettrofocalizzazione) 
2. Elettroforesi con SDS (Sodio Dodecilsolfato, detergente anfifilico) 
I due parametri che vengono sfruttati da queste tecniche sono caratteristiche che 
distinguono le varie proteine e sono rispettivamente: 
1. Punto isoelettrico 
2. Peso molecolare 
Per la visualizzazione dei risultati infine si utilizzano varie tecniche di colorazioni 
come il blu di Comassie, coloranti fluorescenti ecc. 
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Come ovviamente ci si deve aspettare i risultati saranno difficilmente riproducibili a 
causa della quantità elevata di fattori che concorrono a cambiare volta per volta 
l’analisi. 
Per ovviare questo difetto dell’analisi bidimensionale sono stati introdotti gradienti 
immobilizzati di pH nella prima dimensione allo scopo di: 
• coprire intervalli di pH più ampi 
• aumentare la risoluzione della prima fase di analisi  
• poter utilizzare una maggior quantità di proteine senza avere ripercussioni 
negative sul gradiente di pH 
• ottenere separazioni delle proteine in intervalli molto ristretti di pH. 
Sistemi di scansione e di ricostruzione di immagini concludono il lavoro dell’analisi. Si 
crea un disegno virtuale dei risultati che viene acquisito da un sistema informatico e 
integrato o confrontato con quelli già presenti in banche dati proteomiche reperibili su 
internet. 
 
Di pari passo con queste sensibili tecniche di separazione è stato perfezionato anche il 
sistema di identificazione. Mentre nei primi anni si usavano criteri di identificazione 
basati su composizione in amminoacidi o determinazioni della sequenza N-terminale, 
negli ultimi tempi si è diffuso l’utilizzo della spettrometria di massa, molto più 
affidabile, sensibile e rapida. 
La spettrometria di massa è il passaggio finale dell’analisi e si basa sui fondamenti 
della chimica analitica.  
Il primo passo nell’utilizzo dello spettrofotometro è l’inserimento del campione 
proteico (opportunamente separato con le tecniche precedenti) all’interno dello 
strumento il quale provvederà a ionizzare le proteine creando cariche unitarie positive. 
Il passo successivo è la creazione del vuoto, in questa condizione gli ioni vengono fatti 
passare da un analizzatore. La loro carica viene conservata e addirittura amplificata da 
un rivelatore. La presenza di un campo elettromagnetico comporta deviazioni degli 
ioni in proporzione alla loro carica e alla loro massa. Il collegamento della parte finale 
dello strumento con un sistema informatico permette l’interpretazione e l’elaborazione 
dei risultati misurando il percorso delle proteine ionizzate. Il lavoro si può concludere 
con la creazione di grafici digitali confrontabili con quelli presenti nelle banche dati. 
Questo sistema permetterà un’analisi proteica quali-quantitativa di un campione. 
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Prima dimensione: elettrofocalizzazione  
È una tecnica che permette di separare le proteine in base al loro punto isoelettrico 
grazie alla caratteristica anfotera di queste molecole, cioè la capacità di variare la 
 
carica in relazione con il pH del mezzo in cui si trovano. Il punto isoelettrico è definito 
come il valore di pH in cui le cariche positive e negative di tutti gli amminoacidi della 
catena si equilibrano rendendo la molecola neutra nel complesso. Poste le proteine in 
un gradiente di pH sotto l’influenza di un campo elettrico, (intorno ai 1000 V) esse 
assumeranno cariche positive per valori di pH inferiori al punto isoelettrico e cariche 
negative per valori superiori al punto isoelettrico. Nella figura 1.12 è possibile vedere le 
direzioni di spostamento delle proteine. 
Le moderne tecniche sfruttano gradienti di pH ottenuti sfruttando le immobiline, 
derivati dell’acrilammide che permettono una ampia separazione conferendo valori di 
pK che vanno da 1 a 12. Essendo polimerizzati nel gel questi composti creano un 
gradiente “immobilizzato” e stabile. Utilizzando poi diverse quantità di immobiline e il 
pK, i gradienti ottenuti saranno molto variabili come range e come sensibilità per 
adattarsi meglio alle singole esigenze. 
Le strip prodotte derivano da miscele di monomeri di poliacrilamide una volta acide e 
una volta basiche. Esse subiscono lavaggi, disidratazioni e tagli a strisce. In commercio 
si trovano strip (Amersham Biosciences, Sigma, etc.) di varie lunghezze (7-11-13-18-24 
FIGURA N 1.12 Spostamento delle proteine lungo il gradiente di pH della strip in base 
al punto isolettrico 
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cm) e con vari intervalli di pH (3-10; 4- 7; 6-11; 6-9; 3,5-4,5; etc), lineari (L) e 
non lineari (NL).  
Le tecniche moderne hanno notevoli vantaggi se paragonate a quelle precedenti che 
prevedevano il caricamento del campione denaturato su un tubo di vetro con 
poliacrilammide satura trattata con elettroliti anfoteri per creare un gradiente di pH.  
Aspetto notevolmente vantaggioso è la semplice reperibilità in commercio di kit 
sempre identici, stabili e con un’ampia gamma di range e lunghezze in base alle 
singole esigenze.  
 
Seconda dimensione: elettroforesi in SDS-PAGE 
La seconda dimensione consiste in una corsa elettroforetica, cioè una separazione di 
proteine in base al peso molecolare sottoposte ad un campo elettrico. Il gel utilizzato è 
un gel di poliacrilammide. Una volta polimerizzata l’acrilammide forma un reticolo 
tridimensionale sfruttato come supporto. In questa tecnica si utilizza l’SDS (Sodio 
Dodecil-solfato), un detergente ionico che ha la funzione di uniformare la proteine 
denaturandole e caricandole negativamente. Come tutti detergenti infatti l’SDS forma 
delle micelle che hanno una tale affinità con le proteine da farle denaturare e da 
mascherare le cariche intrinseche. Come catalizzatore per la polimerizzazione è 
utilizzato l’ammonio persolfato (APS) e come iniziatore della reazione è utilizzato 
invece il TEMED (Tretrameiletilendiammina) per i suoi amminogruppi che rilasciano 
radicali. 
Mediante l’applicazione di un flusso di corrente le proteine inizieranno a muoversi 
tutte verso il polo positivo con velocità variabile in base alla loro massa. 
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CAPITOLO 2: SCOPO 
 
Questo studio è stato effettuato su una serie di soggetti affetti da disturbi bipolari. 
Poiché il disturbo bipolare è una delle patologie psichiatriche su cui si hanno tutt’oggi 
molti dubbi per quanto riguarda l’eziopatogenesi, sarebbe utile riuscire ad identificare 
biomarkers significativi per comprendere le cause delle alterazioni alla base della 
patologia e migliorare le terapie adottate per combatterla.  
In particolare, per questa analisi sono stati scelti i mitocondri delle cellule 
piastriniche. Le piastrine sono state predilette come materiale biologico di studio non 
solo per la loro semplice reperibilità attraverso un normale prelievo ematico, ma anche 
perchè studi precedenti su patologie di altri tessuti o apparati, spesso di più difficile 
accesso, hanno dimostrato avere un’origine piastrinica. Molte sono le evidenze che ad 
essere coinvolti in alterazioni patologiche siano nello specifico i mitocondri piastrinici. 
Questi organuli ultimamente sono stati rivalutati per le loro funzioni: oltre al ruolo 
centrale di “produttori di energia” per i processi vitali delle cellule, sono stati 
riconosciuti di fondamentale importanza anche nella regolazione dei segnali pro-
apoptotici, nei processi di invecchiamento cellulare, nella trasmissione di segnali 
intracellulari, nella regolazione degli ioni calcio. Il diffuso e crescente interesse della 
ricerca verso questi organuli è spiegato anche dal fatto che, essendo presenti nella 
quasi totalità delle cellule, qualsiasi modifica, alterazione, differenza di espressione 
può ripercuotersi su tutti i tessuti e gli apparati.  
Alla luce di tutto ciò il presente lavoro di tesi ha lo scopo di esaminare il contenuto 
proteico dei mitocondri piastrinici di soggetti patologici e di soggetti sani per poter 
effettuare un confronto ed individuare analogie o differenze significative tra i due 
gruppi suggerendo correlazioni tra alterazioni mitocondriali e disturbo bipolare. 
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CAPITOLO 3: MATERIALI E METODI 
 
3.1 Materiali e strumentazioni 
 
L’acqua, di grado analitico, è stata filtrata mediante l’apparecchio MilliQ(PS 
Whatman®, Millipore Corporation, Maid Stone, England).Tutti i reagenti e i solventi 
sono stati acquistati dalle più comuni fonti commerciali. Sono state utilizzate strip 
ImmobilineTM DryStrip pH 3-10 L, di 18 cm, e le EttanTM IPGphorTM Strip Holder, 
in ceramica, dell’Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). 
L’apparecchio impiegato per l’isoelettrofocalizzazione è stato l’EttanTM IPGphorTM 
Isoelectric Focusing System (Amersham Bioscience). Per fare i gel è stato utilizzato il 
Protean Plus Multicasting Chamber (Biorad).L’apparecchio per  ’elettroforesi usato è il 
Protean II XL Ready Gel (Biorad) con alimentatore EPS 601 
Power Sully (Amersham Bioscience). 
 
3.2 Reclutamento dei pazienti 
 
Lo studio dei soggetti patologici è stato effettuato su pazienti con diagnosi di disturbo 
bipolare della casa di cura “Le Ville” di Nozzano (Lucca).  
 
TABELLA N 3.1 Dati pazienti su cui è stato effettuato lo studio 
SIGLA DATA ID SESSO ETA’ DIAG I DIAG II DIAG III TERAPIA FUMO 
vna1 01/07/2014 GA M 53 Disturbo 
bipolare 
(episodio 
misto) 
(296.62) 
 
Disturbo 
ossessivo-
compulsvo 
(300.3) 
Disturbo di 
panico 
(300.01) 
Carbolithium 
Depakin 
Surmontil 
si 
vna2 09/07/2014 LL F 69 Disturbo 
bipolare 
(296.53) 
 
 
 
Ipertensione 
arteriosa 
(401.9) 
Ipotiroidismo 
(244.8) 
Carbolithium 
Lamictal 
Surmontil 
Seropram 
Eutirox 
Acupril 
 
no 
vna3 09/07/2014 GS M 45 Disturbo 
bipolare 
  Carbolithium 
Depakin 
Prozin 
no 
vna4 10/07/2014 CC F 41 Disturbo 
bipolare 
Obesità  Carbolithium 
Prozin 
si 
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En 
Cardioaspirina 
Eutirox 
Atarax 
vna5 10/07/2014 AF M 68 Disturbo 
bipolare 
(episodio 
depressivo
) (296.53) 
Parkinso
nismo 
 Leponex 
Tavor 
Remeron 
Nopron 
Sinemet 
no 
vna6  PG F 58 Disturbo 
bipolare 
(296.89) 
  Gabapentin 
Carbamazepina 
Quetiapina 
Clorpromazina 
Litio 
no 
vna7  CM F 46 Disturbo 
bipolare 
(296.89) 
  Lamotrigina 
Litio 
Aripiprazolo 
Mutabon 
antidepressivo 
si 
vna8 14/07/2014 LC M 48 Disturbo 
bipolare 
(296.89) 
  Clozapina 
Litio 
Aripiprazolo 
no 
vna9 14/07/2014 DR M 40 Disturbo 
bipolare 
(296.89) 
  Tegretol 
Noritren 
Remeron 
Anafranil 
Litio 
SSRI 
si 
vna10  ML M 49 Disturbo 
bipolare 
(296.89) 
Ipertensi
one 
 Gabapentin 
Litio 
SSRI Sertralina 
Nrl atipico 
 
vna11 15/07/2014 SL M 39 Disturbo 
bipolare 
(Episodio 
depressivo) 
  Depakin 
Litio 
Trazodone 
NRL atiptico 
Aripiprazolo 
si 
vna12 23/07/2014 CM F 46 Disturbo 
bipolare 
(Episodio 
Depressivo) 
  Carbolithium 
Lamictal 
Abilify 
Mutabon 
Diazepam 
Atarax 
si 
vna13 23/07/2014 BC F 41 S.me 
affettiva 
bipolare 
atipica 
(296.89 ) 
Disturbo di 
panico                                                                                
(300.01) 
 Laroxyl 
Lyrica 
Haldol 
si 
vna14         si 
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3.3 Preparazione del campione 
 
I campioni a nostra disposizione sono stati raccolti tramite prelievo ematico effettuato 
al mattino e a digiuno tra alcuni pazienti del reparto di psichiatria dell’Ospedale Santa 
Chiara di Pisa. Il prelievo di sangue si aggira attorno ai 30 ml di volume.  
• Per iniziare le analisi si trasferiscono in falcon da 50 ml  i campioni arrivati in 
provette con litio-eparina. 
• Si lascia sedimentare per 15 - 25 
minuti in modo da avere una 
prima e grossolana separazione 
tra sangue e plasma. 
• Per migliorare la separazione si 
centrifuga il campione a 300g 
per 15 minuti a temperatura 
ambiente. Il risultato della 
centrifugazione  è una chiara e 
netta separazione tra plasma (nella parte alta) e sangue (nella parte bassa) come 
schematizzato nella Figura 3.1. 
• Si preleva il plasma facendo attenzione ad appoggiare il ciucciotto alle pareti della 
falcon e si trasferisce in eppendorf. 
• Si centrifuga il plasma nuovamente a 3000g per 15 minuti a temperatura 
ambiente. In questo caso a fine centrifugazione sarà possibile vedere depositato sul 
fondo un vero e proprio pellet che costituirà il nostro materiale di interesse, cioè le 
piastrine. Il sovranatante invece  costituisce il cosi detto PFP (cioè Plasma Free 
Platelets) 
• Il sovranatante viene trasferito in nuove eppendorf, mentre il pellet sarà utilizzato 
per l’estrazione dei mitocondri.  
 
 
 
 
FIGURA 3.1 Composizione del sangue 
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3.4 Estrazione mitocondri da piastrine tramite 
centrifugazione differenziale 
 
• Il pellet di piastrine ottenuto  è risospeso in soluzione salina di NaCl 0,9%  e 
centrifugato per 10 minuti a 4000 rpm. 
• Si sospende il pellet in 3 ml di tampone di lisi (Tris-HCl 10 mM pH 7,6) 
aggiungendo piccole aliquote per volta e si lascia in ghiaccio per 7 minuti agitando 
con il vortex di tanto in tanto. 
• Si centrifuga per 10 minuti a 1000g. Si ottiene un pellet P1 (contenente nuclei e 
cellule non rotte) e un sovranatante  S1 
• Si sospende  il pellet P1 in 2 ml di tampone di lisi e si agita con il vortex per almeno 
7 minuti e tenendo in ghiaccio. 
• Si centrifuga per 10 minuti a 1000g e si ottiene un pellet P2 e  un sovranatante S2  
• Si uniscono i sovranatanti S1 e S2 e si  centrifuga a 9000g per 20 minuti. Il pellet 
ottenuto (P3) costituirà la nostra preparazione di mitocondri. Il sovranatante S3 la 
frazione citosolica 
•  Il  pellet contenente la frazione mitocondriale viene lavato  con tampone di 
risospensione (Tris-HCl 10 mM pH7,4, EDTA2 mM, Saccarosio 250 mM).  
• Si effettuano due lavaggi ogni volta con due aliquote da 750 µl di Buffer di 
Risospensione e ricentrifugando entrambe le volte a 9000g per 15 minuti. 
• Si sospende infine il pellet con Buffer di Risospensione in quantità variabile in base 
al pellet ottenuto e si conserva a -80°C in eppendorf. 
 
3.5 Dosaggio DC/BIORAD 
 
Si tratta di uno dei metodi per determinare la concentrazione proteica in un campione 
biologico. È un metodo colorimetrico, cioè basato sulla formazione di complessi 
colorati di proteine e reagenti. Viene effettuato a temperatura ambiente e il principio 
seguito è quello di Lowry: una soluzione di solfato di rame in ambiente basico va a 
formare complessi tetravalenti con i gli amminoacidi tirosina e triptofano dando una 
colorazione iniziale. La colorazione si diffonde col tempo formando ulteriori complessi 
tra il rame e altri amminoacidi del campione. Questi ultimi vanno a ridurre il reattivo 
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di Folin-Ciocalteau (reattivo fosfomolibdico-fosfotungstico per i fenoli) liberando altre 
molecole colorate di blu con picchi massimi di assorbimento intorno ai 750 nm. 
Si costruisce una retta utilizzata come riferimento dalla cui equazione si può ricavare 
la concentrazione delle proteine d’interesse. Per la costruzione di questa retta (sempre 
fatta in doppio) è fondamentale utilizzare lo stesso tampone di risospensione del 
campione proteico in esame, nel nostro caso quello dei mitocondri e la proteina 
standard usata  è l’albumina bovina (BSA). 
• Si prepara la soluzione di BSA e tampone di risospensione in modo da ottenere la 
concentrazione di 2 µg/ µl.  
• Si preparano cinque diverse concentrazioni di proteina standard in acqua MilliQ 
per costruire la retta in doppio. Il volume totale di ogni provetta sarà sempre 20 µl 
e le concentrazioni crescenti di BSA sono di 0,3 – 0,6 – 1,2 – 1,8 – 2 mg/ml. In 
base a queste concentrazioni si ottiene un intervallo di sensibilità entro cui 
dovranno cadere i valori dei campione affinché l’analisi sia accurata. 
• Si prepara il campione scegliendo il grado di diluizione opportuna sospendendolo 
in acqua MilliQ per un volume totale di 20 µl. 
• Si aggiungono a tutte le provette 100 µl di soluzione A* (20 µl di s in 1000 µl di A) 
• Si agita con vortex 
• Si aggiungono a tutte le provette 800 µl di soluzione B 
• Si agita con vortex. 
• Si lascia incubare per 30 minuti. 
• Si legge l’assorbanza allo spettrofotometro a 750 nm. 
 
 Acqua Milliq BSA Comcentrazione µg BSA 
Bianco 20 µl - 0 µg/ µl 0 µg 
1 17 µl 3 µl 0,3 µg/ µl 6 µg 
2 14 µl 6 µl 0,6 µg/ µl 12 µg 
3 8 µl 12 µl 1,2 µg/ µl 24 µg 
4 2 µl 18 µl 1,8 µg/ µl 36 µg 
5 - 20 µl 2 µg/ µl 40 µg 
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La retta di taratura che si costruisce sfruttando i dati di assorbimento dello 
spettrofotometro, ha un intervallo di sensibilità da 5 µg a 37,5 µg. 
L’equazione generale della retta è y = A x (dove A = assorbanza) e da questa si può 
ricavare la concentrazione proteica dei campioni incogniti. 
 
 
3.6 Western blot 
 
Il passo successivo consiste nella verifica dell’effettiva estrazione dei mitocondri e 
delle altre componenti cellulari grazie alla tecnica del Western Blotting (WB). 
Descritta per la prima volta nel 1979 da Towbin e suoi collaboratori, questa tecnica è 
oggi utilizzata nella maggior parte delle analisi proteiche. Il principio base consiste 
nello sfruttare la capacità delle proteine di legarsi a specifici anticorpi.  
La prima fase del WB è una corsa elettroforetica su gel SDS-PAGE che permette di 
separare le proteine in base solo al loro peso molecolare a seguito della loro 
denaturazione. Il Sodio Dodecil-Solfato (detergente anionico) è utilizzato per 
denaturare e caricare negativamente il campione in modo uniforme affinchè si muova 
verso il polo positivo con una velocità inversamente proporzionale al peso molecolare. 
La seconda fase del WB consiste nel 
trasferimento del materiale proteico dal gel 
ad un foglio di nitrocellulosa che verrà in 
seguito trattato con gli anticorpi. Gli anticorpi 
riconoscono e si legano solo a specifiche 
sequenze amminoacidiche (gli epitopi). 
Trattando il campione con l’anticorpo 
primario selezionato per il nostro interesse, 
sarà possibile riconoscere la proteina 
desiderata all’interno di un campione. L’anticorpo secondario è legato ad un enzima in 
modo da soddisfare due esigenze: mentre l’anticorpo riconosce e si attacca al primario 
FIGURA 3.2 Azione dell’SDS sulle 
proteine: denaturazione e caricamento 
negativo 
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(già legato alla proteina), l’enzima costituisce il “sistema di rivelazione” poiché 
permette una reazione colorimetrica o di chemioluminescenza con cui si evidenzia 
l’effettiva formazione del complesso. 
 
• Si prepara il Running gel al 12% i cui ingredienti sono:  
o Acqua MilliQ 
o Tris buffer pH 8.8 
o Acrilammide 30% 
o Ammonio persolfato (APS) 10% 
o SDS 20% 
o Temed 
La percentuale indica la grandezza dei pori del gel che si forma grazie ad un processo 
di polimerizzazione di una soluzione con percentuali variabili di acrilammide e N,N’-
metilen-bis-acrilammide. 
Acrilammide  CH2=CH-CO-NH2 
N,N'-metilen-bis-acrilammide  CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2 
La percentuale di queste due componenti è inversamente proporzionale alla 
dimensione dei pori. 
• Si cola il running gel tra i due vetri (di supporto e spaziatore) precedentemente 
lavati con Etanolo 70% e montati sui supporti. 
• Si ricopre con gocce di butanolo su tutta la superficie. 
• Una volta avvenuta la polimerizzazione si lava via il butanolo con acqua. 
• Si prepara lo stacking gel con: 
o Acqua MilliQ; 
o Tris buffer pH 6.8; 
o Acrilammide 30%; 
o APS 10%; 
o Temed. 
• Si cola questo secondo gel sopra il precedente già polimerizzato inserendo subito 
l’apposito pettinino per ottenere i pozzetti di caricamento. 
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Lo stacking gel differisce dal running per forza ionica, pH e per la maggior porosità. 
Quest’ultima caratteristica consente alle proteine dei campioni di impaccarsi in una 
banda sottile prima di passare nel running gel durante la corsa. 
 
• Mentre lo stacking gel polimerizza si procede con la preparazione dei campioni e 
dello standard: 
In questa fase si utilizzano Laemmli buffer a diverse concentrazioni a seconda delle 
necessità) le cui componenti sono: 
o Tris-HCl; 
o Glicerolo per permettere una densità ottimale nel caricamento; 
o SDS, agente denaturante che, con le sue proprietà di detergente anionico, 
rompe i legami proteici non covalenti; 
o β-mercaproetanolo, rompe i ponti di-solfuro delle proteine; 
o Blu di bromofenolo, colorante utile per visualizzare la corsa. 
 
FIGURA N 3.3 Strumentazione SDS-PAGE con i due tipi di gel e i pozzetti formati 
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• Una volta preparate le varie diluizioni di Laemmli, si sospendono i campioni 
(scegliendo i volumi in base alla concentrazione) in modo da ottenere un volume di 
caricamento totale di 20 µl ad eccezione dello standard che ha sempre un volume 
di 5 µl ed ha composizione fissa: 1 µl STD + 4 µl Laemmli 1x 
Lo standard utilizzato in questo caso è il “Biotinilated Ladded” 
• I campioni una volta risospesi nella Laemmli   devono  essere bolliti a bagnomaria 
per 5 minuti. 
• Prima di caricare è opportuno aggiungere il tampone di corsa all’interno della 
camera elettroforetica (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad) fino al livello indicato 
in base al numero dei gel.  
Il tampone di corsa utilizzato è il Running Buffer 1x (ottenuto per diluizione del 10x) 
ed è costituito da: 
o Glicina 19.2 mM,  
o Tris 2.5 mM, 
o SDS 0.01%, 
o Acqua per preparazioni biologiche 
• Si può adesso procedere con il caricamento nei pozzetti del gel dei campioni e dello 
standard preparati. 
• È possibile a questo punto dare inizio alla corsa in due step: 
1. primi 15 minuti a 8 mA per gel, 
2. restante tempo della corsa a 20 mA per gel 
A termine della corsa si annotano i parametri ottenuti visualizzati sull’alimentatore 
e si inizia il trasferimento del materiale proteico dal gel al foglio di nitrocellulosa 
attraverso un altro passaggio di corrente elettrica dovuta ad interazioni 
idrofobiche. Questa fase, detta blot, ha una durata di 7 minuti.  
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FIGURA N 3.4  Illustrazione della fase di blot: trasferimento su nitrocellulosa 
• La prossima fase è quella di blocking. Questa ha la funzione di impedire legami 
aspecifici tra l’anticorpo e la membrana che viene saturata dalle proteine del latte 
presenti nella soluzione Si pone delicatamente la nitrocellulosa in una vaschetta e 
si ricopre con 15 ml di soluzione di blocking. Si lascia in agitazione a temperatura 
ambiente per un’ora.  
La soluzione di blocking è costituita da: 
o Milk 3% 
o Tween 0,2% 
o PBS (3% 10 mM NaH2PO4 a pH 7.4, 0.9% NaCl) 
• A fine blocking si passa all’incubazione di due ore con l’anticorpo primario in 
agitazione a temperatura ambiente (o in camera fredda a 4°C in caso di 
incubazione Over-night) 
L’anticorpo utilizzato in questo caso è l’”Organelle detection western blot cocktail” 
(abcam) ed è una miscela di 4 anticorpi ciascuno dei quali è specifico per una 
componente cellulare: 
o Anti Na+-K+ATPasi per la membrana citoplasmatica; 
o Anti-ATP5A per il mitocondrio 
o Anti-GAPDH per il citosol 
o Anti-Histone H3 per il nucleo 
La diluizione da fare per questa miscela di anticorpi in PBS-milk è 1:250  
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• Trascorse le 2 ore si fanno 4 lavaggi da 10 minuti ciascuno utilizzando ogni volta 
circa 10 – 12 ml di PBS-milk. 
• Si procede con gli anticorpi secondari:  
o un anti-mouse diluito 1:10.000 per riconoscere l’anticorpo primario dei 
campioni; 
o un anti-biotina diluita 1:5.000 per riconoscere la biotina presente nello  
• Si lascia in incubazione per 1 ora e al termine si effettuano una serie di lavaggi  
a) 4 lavaggi con PBS-milk da 10 minuti l’uno 
b) 2 lavaggi con PBS da 5 minuti l’uno 
c) 1 lavaggio con acqua da un minuto. 
• Si aggiungono 2 ml di una soluzione ECL di luminolo preparata istantaneamente, 
si copre con carta di alluminio per un minuto esatto. 
• Si asciuga scolando delicatamente la nitrocellulosa su carta assorbente e si pone su 
pellicola trasparente per poter acquisire velocemente i risultati in 
chemioluminescenza con lo strumento ImageQuant LAS4010(GE Health Care).  
Il fenomeno della chemiluminescenza è il risultato della capacità degli elettroni di 
assorbire energia in quantità esattamente corrispondente alla differenza tra due livelli 
FIGURA N 3.5 Riassunto schematico dei passaggi che si effettuano sul foglio di 
nitrocellulosa 
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energetici. In questa circostanza essi passano dallo stato fondamentale ad uno stato 
energetico superiore detto “eccitato”. Nel momento in cui cessa l’assorbimento di 
energia, le condizioni si ristabiliscono e gli elettroni ritornano al loro stato 
fondamentale con conseguente emissione di radiazioni luminose. Tale fenomeno viene 
detto “luminescenza”. Nel caso della chemioluminescenza a fornire energia è una 
reazione chimica.  
Nel nostro caso lo strumento ImageQuant LAS4010 analizza la chemioluminescenza 
emessa dagli elettroni grazie alla reazione del luminolo avvenuta subito prima della 
lettura. Il risultato finale è un’immagine digitale del foglio di nitrocellulosa che 
evidenzia delle bande immunoreattive conseguenza dell’interazione specifica 
antigene-anticorpo  . Poiché l’altezza delle bande dipende esclusivamente dal peso 
molecolare ed è più o meno fissa, è possibile identificare e distinguere le specifiche 
frazioni cellulari dei campione grazie ad un confronto con la striscia in corrispondenza 
del pozzetto in cui era stato caricato lo standard. Lo standard infatti mostra tutte le 
bande possibili corrispondenti alle varie porzioni cellulari.  
Nel nostro caso la frazione cellulare di interesse è quella dei mitocondri. Confrontando 
la banda dello standard corrispondente ai mitocondri con quelle alla stessa altezza dei 
campioni, si può verificare se questi ultimi sono stati correttamente estratti dalle 
cellule ed il loro grado di arricchimento. 
 
3.7 Elettroforesi bidimensionale 
 
3.7.1 Prima dimensione 
 
In questo primo passaggio si utilizzano strip lineari di 18 cm con gradiente di pH 3 – 
10. 
• Si preparano in eppendorf i diversi pool di mitocondri (tre per i campioni ottenuti 
dai soggetti bipolari e tre per i soggetti sani), ciascuno ottenuto prelevando 
aliquote uguali in ug di proteine  da 3-4 campioni. Da ogni pool così ottenuto si  
prelevano 100 µg di proteine  e si portano ad un  volume finale di 450 uL con  
soluzione di reidratazione (Urea 7 M, Tiourea 2M, Chaps 4%, Blu di bromofenolo  
e acqua MillQ) + DTT 0,1% e anfoliti 1% . Si lascia incubare per due ore al fine di 
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solubilizzare le proteine. Si caricano i campioni a goccioline lungo tutta la 
superficie degli alloggiamenti del Reswelling Tray  
• Si  immergono le strips con il gel rivolto verso il basso in contatto col campione. 
• Si ricopre l’intera superficie con olio minerale per diminuire il più possibile 
l’evaporazione e la 
cristallizzazione dell’urea. Si 
lascia idratare  per 24 ore a 
temperatura ambiente  in 
maniera passiva ) 
• Lo strumento usato per la prima 
dimensione è l’IPGphor 
(American Biosciences). Una 
volta trascorse le 24 ore 
necessarie per l’idratazione e 
prima di iniziare la prima 
dimensione, si trasferiscono le 
strip dal reswelling tray al manifold, un dispositivo in ceramica d’ossido di 
alluminio che costituisce l’alloggiamento in cui avverrà la corsa. 
• Si dispongono, in corrispondenza di anodo e catodo delle strip, gli electrode pads 
(rettangolini di una particolare carta per IEF) precedentemente bagnati con 150 µl 
di acqua MilliQ. I pads sono necessari per assorbire i possibili precipitati di 
derivazione ionica e proteggere gli elettrodi. 
• Si ricopre  con olio minerale 
• Si posizionano correttamente gli elettrodi in corrispondenza dei pads e si aziona lo 
strumento per iniziare la prima dimensione i cui parametri finali sono: 8.ooo V, 
75.335 whrs tot, 78 µA per un tempo totale di 15,10 h. 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA N 3.6 Strumento per 
isoelettrofocalizzazione, IPGphor 
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3.7.2 Equilibratura delle strip 
 
• Al termine della corsa si effettua l’equilibratura delle strip: un processo che si 
svolge sotto oscillazione e a temperatura ambiente e che consiste in due 
incubazioni da 10 minuti ciascuna delle strip con due soluzioni una di seguito 
all’altra. 
Le due soluzioni sono: 
o 10 ml di SDS Equilibration Buffer + DTT 1% per mantenere le proteine 
nello stato ridotto 
o 10 ml di SDS Equilibration Buffer + IAA (Iodoacetammide) 2,5% per 
alchilare i gruppi tiolici e prevenirne la riossidazione nell’elettroforesi. 
La composizione del SDS Equilibration Buffer è: 
o Tampone Tris-HCl 50 mM pH 8,8, soluzione equilibrante che permette di 
mantenere le strip entro un certo range di pH appropriato per 
l’elettroforesi; 
o Urea 6 M e Glicerolo (30%), per evitare le interferenze dovute alle cariche 
fisse delle strip che potrebbero alterare il trasferimento delle proteine nel 
gel della seconda dimensione; 
o Sodio Dodecil-Solfato (2%) detergente anionico utilizzato anche nella 
preparazione dei gel del WB, responsabile della denaturazione delle 
proteine e del conferimento di cariche negative in modo che la velocità della 
cosa sia inversamente proporzionale alla massa. 
o Blu di bromofenolo (1%) colorante per visualizzare la corsa elettroforetica 
o Acqua MilliQ. 
• Poiché la seconda dimensione consiste in una corsa elettroforetica su gel di 
poliacrilammide al 12,5% si prepara il gel in modo da poterlo utilizzare subito una 
volta terminata la prima dimensione nell’ IPGphor. 
La composizione del gel è: 
o Acqua MilliQ 
o Tris-HCl pH 8,8 
o APS 
o Temed 
 57 
 
• Una volta addizionate tutte le componenti si cola la soluzione ottenuta tra due 
lastre di vetro di 20 cm x 20 cm x 1,5 mm appositamente lavate e montate su 
supporti. Per concludere il lavoro di colatura del gel si aggiunge butanolo goccia a 
goccia sulla superficie del running gel (lo stacking gel in questo caso non serve) e si 
lascia polimerizzare. 
• Si prepara infine, in previsione della seconda dimensione, anche il Running Buffer 
10x con diluizione 1:10. È importante che questa soluzione venga usata fredda, per 
questo è consigliabile prepararla almeno il giorno prima dell’utilizzo e mantenerla 
a 4°C fino al momento dell’utilizzo. 
Il Running Buffer ha la seguente composizione: 
o Trisbase 25mM,  
o Glicina 192 mM,  
o SDS 0.1%  
o Acqua per preparazioni biologiche 
 
3.7.3 Seconda dimensione 
 
• A fine equilibratura le strip sono posizionate sulle lastre con il gel rivolto verso 
l’alto e fatte aderire bene al vetro in contatto con il gel polimerizzato. 
Le  strips sono bloccate  colando  una soluzione di agarosio 0,1% riscaldata.  
• La camera nella quale avverrà la corsa elettroforetica deve essere lavata e, se 
necessario, raffreddata con gli appositi sistemi ad essa collegati prima della 
collocazione delle lastre caricate con strip e gel. 
• Una volta pronte camera e lastre, si procede con il montaggio di queste sugli 
appositi supporti e si  riempie la camera con il Running Buffer 1x.  
• Si può dare inizio alla corsa elettroforetica della seconda dimensione. Che viene 
condotta in condizioni di amperaggio costante. Anche in questo caso ci sono due 
step caratterizzati da amperaggi diversi: 
1. Primi 15 minuti 15 mA per gel, 
2. Restante tempo della corsa 40 mA per gel 
 
 
 
 58 
 
3.7.4 Colorazione e acquisizione immagini 
 
• Giunti al termine della corsa, dopo aver annotato i parametri, le singole lastre 
vengono aperte e ogni gel viene posizionato all’interno di vasche di opportune 
dimensioni dove saranno aggiunti 250 ml di soluzione di fissaggio e vi rimarranno 
per 1 ora sotto agitazione a temperatura ambiente. 
La soluzione di fissaggio è costituita da: 
o Acido fosforico 1%, 
o Etanolo 30% 
o Acqua per preparazioni biologiche 
• La colorazione che si deve effettuare nel passaggio successivo consiste nel 
trattamento di ogni gel con 250 ml di soluzione di fissaggio in cui è  presente  un 
colorante fluorescente alla concentrazione 1 uM . I gel, una volta sommersi in 
questa soluzione, sono tenuti per una notte in agitazione e al buio (dal momento 
che il colorante è fotosensibile). 
Il colorante usato è il rutenio  (ruthenium II tris tetrasodium), un colorante scelto per 
la sua linearità, la sua stabilità nel tempo, ma soprattutto per la sua compatibilità con 
la spettrometria di massa.  
• La mattina successiva si effettua la decolorazione dei gel: si sostituisce la soluzione 
con il colorante con un’altra soluzione di fissaggio di acido fosforico, etanolo ed 
acqua (senza rutenio in questo caso) mantenendo le stesse concentrazioni e lo 
stesso volume di 250 ml per gel. Si lascia in agitazione per 5 ore a temperatura 
ambiente. 
• Ultimo passaggio prima dell’acquisizione è un trattamento con acqua per 10 minuti 
sotto agitazione e a temperatura ambiente. 
• Si utilizza lo strumento Image-Quant LAS4010 (GE Health Care) per acquisire 
l’immagine del gel sfruttando il fenomeno della fluorescenza. 
 
3.8 Analisi dei gel tramite same spot 
 
L’analisi comparativa dei gels è stata effettuata utilizzando un software dedicato 
all’analisi di immagine :il Progenesisi Same Spot (TotalLab). Con questo programma è 
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possibile allineare i vari gel acquisiti. Si raggruppano e si distinguono le immagini dei 
gel dei “Pazienti psichiatrici” da quelle dei “Sani” in modo da poterle confrontare. 
Il sistema informatico individua e seleziona automaticamente tutti i possibili spot 
sull’immagine acquisita. Le prime operazioni di allineamento vengono svolte 
manualmente. Si procede successivamente con un allineamento automatico dei gel 
raggruppando i pool dei sani tra loro e i pool dei malati tra loro.  Il sistema informatico 
è in grado di eliminare la variabilità intraclasse e di dare un elenco di spots che dal 
confronto delle due classi (bipolari sani) risultano differenzialmente espressi in modo 
significativo. Il programma è in grado infatti di effettuare anche un’analisi statistica  
ANOVA fornendo oltre all’entità di variazione  (fold) nella densità ottica degli spots 
messi a confronto,altri parametri statistici quali  il p value  ed il q value.   
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CAPITOLO 4: RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
Il disturbo bipolare (DB) è un disturbo psichiatrico grave caratterizzato da episodi 
maniacali che perdurano tutta la vita. La definizione tradizionale del DB lo descrive 
come un disturbo caratterizzato dalla presenza di eventi maniacali alternati, o 
concomitanti, ad episodi depressivi. Negli intervalli tra questi episodi i pazienti 
tornano al loro stato normale di benessere. Il DB è una patologia psichiatrica 
fortemente debilitante correlata a numerosi problemi quali la comorbidità, il suicidio, 
o le morti precoci. La diagnosi si basa su questionari ed il trattamento è affidato 
all’esperienza personale del clinico. 
L’eziologia è sconosciuta e alcune ipotesi proposte si basano sul presupposto che 
disfunzioni mitocondriali possano essere critiche per la sua fisiopatologia. E’ 
interessante notare che sintomi psichiatrici sono stati osservati in soggetti con 
patologie mitocondriali [119] [120] e che pazienti con disturbo bipolare mostravano 
una compromissione del metabolismo energetico a livello cerebrale con una riduzione 
delle proteine mitocondriali coinvolte nel metabolismo energetico ed un incremento di 
mutazioni a livello del DNA mitocondriale (ref: Kato et al CNS drugs 2007; 21:1-11). 
 
Studi precedenti condotti da Giusti et al. nel laboratorio di ricerca dove ho condotto il 
mio lavoro di tesi hanno mostrato come l’utilizzo di un approccio proteomico possa 
essere utile nella ricerca di potenziali biomarcatori nella diagnosi del disturbo 
bipolare. Alla luce delle numerose evidenze che suggeriscono un ruolo del mitocondrio 
in questa patologia e del coinvolgimento del gruppo di ricerca nel progetto 
internazionale proteoma umano (HPP- che vede l’Italia responsabile della definizione 
del proteoma mitocondriale), lo studio proteomico del DB è stato focalizzato sul ruolo 
del mitocondrio in questa complessa patologia. Il progetto prevede l’arruolamento di 
circa 100 pazienti affetti da disturbo bipolare sui quali verrà effettuata un’ulteriore 
classificazione sulla base di diversi parametri clinici (episodi depressivi, misti, 
psicotici etc..).  
Scopo del mio lavoro di tesi è stato quello di condurre un’analisi preliminare su una 
classe di 13 pazienti con DB, confrontando il profilo proteico dei mitocondri piastrinici 
di soggetti patologici con quello di soggetti sani al fine di individuare analogie o 
differenze significative tra i due gruppi. 
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La scelta del tipo cellulare è legata al fatto che è ampiamente documentato che le 
piastrine sono un ottimo modello cellulare nello studio del Sistema Nervoso Centrale 
(SNC) [121]. 
 
4.1 Isolamento mitocondri da piastrine 
 
La preparazione mitocondriale arricchita è stata ottenuta tramite centrifugazione 
differenziale e verificata tramite analisi western blot utilizzando un cocktail di 
anticorpi specifici per le varie frazioni cellulari. In figura 4.1 è riportata 
l’immunoreattività della frazione mitocondriale. Come si può osservare la 
preparazione mitocondriale presenta una banda immunoreattiva a PM 55 kDa 
corrispondente alla proteina mitocondriale ATP5A e solo una debole contaminazione 
da citoplasma, come dimostrato dalla banda a 36 kDa della gliceraldeide 3 fosfato 
deidrogenasi.   
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FIGURA N 4.1 Bande immunoreattive date dal western blot relative alle frazioni 
citosolica (proteina gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi; 36 kDa) e mitocondriale 
(proteina ATP5A; 55 kDa). Si può vedere come, con l’aggiunta di lavaggi finali 
(B), si riduca la contaminazione da citosol. 
 
 
 
4.2 Determinazione del pattern proteico mitocondriale da 
piastrine tramite analisi bidimensionale e comparazione 
tra profili sani e malati  
 
Abbiamo proceduto alla separazione delle proteine mitocondriali da campioni di 
soggetti sani e DB  tramite analisi bidimensionale come descritto in materiali e 
metodi. L’elettroforesi è stata condotta in duplicato per ogni pool analizzato di 
mitocondri estratti da piastrine. Un’immagine rappresentativa di un pattern di 
proteine mitocondriale da piastrine di un pool di pazienti è riportato in figura 4.2. 
L’analisi comparativa è stata condotta con il programma Same spots (TotalLab) ed i 
risultati sono riassunti in tabella 4.3. Nel complesso abbiamo trovato 38 spots che 
risultano differenzialmente espressi in modo significativo con valori di p< 0.05 (test 
statistico ANOVA). Tra questi,  17 risultano down-regolati e 21 up-regolati. Infine, tra 
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gli spots differenzialmente espressi in modo significativo, quelli che presentano 
differenze di espressione >2 sono 21 (4 down-regolati e 17 up-regolati).  In tabella 
viene riportato il numero dello spot, il valore di p ottenuto dall’analisi statistica, i 
valori medi dell’intensità del singolo spot (espresso come volume normalizzato 
sull’intensità di tutti gli spot presenti in un gel) ed il fold di variazione ottenuto dal 
rapporto  della media del volume nei bipolari rispetto al sano. 
 
 
FIGURA N 4.2 Immagine ottenuta dall’elettroforesi bidimensionale con evidenziati alcuni 
spot proteici riconosciuti 
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TABELLA N 4.3 Spots differenzialmente espressi risultanti dal confronto sano vs bipolare. 
 
# 
Anova 
(p) 
fold bipolari sani 
4604 0,004 ↓ 2.0 3,15e+05 6,24e+05 
3370 0,004 ↓ 1.8 1,66e+05 2,92e+05 
1837 0,005 ↑ 1.3 2,98e+05 2,29e+05 
3777 0,007 ↑ 1.8 8,65e+06 4,68e+06 
1116 0,009 ↑ 3.6 1,61e+06 4,44e+05 
1594 0,014 ↑ 2.0 1,67e+06 8,28e+05 
4509 0,014 ↓ 2.5 1,08e+05 2,72e+05 
1048 0,014 ↑ 2.0 1,98e+06 9,89e+05 
2126 0,015 ↑ 1.9 3,96e+05 2,14e+05 
2740 0,017 ↑ 2.5 1,21e+06 4,87e+05 
4144 0,018 ↑ 2.4 2,05e+06 8,56e+05 
2058 0,019 ↓ 2.1 2,36e+05 4,92e+05 
2853 0,019 ↓ 1.2 8,29e+05 9,86e+05 
866 0,019 ↑ 2.1 4,19e+05 1,99e+05 
2307 0,023 ↓ 1.4 4,66e+05 6,50e+05 
3975 0,026 ↓ 1.8 7,94e+04 1,43e+05 
1358 0,027 ↑ 2.4 5,17e+05 2,12e+05 
2586 0,028 ↓ 1.6 2,35e+05 3,83e+05 
5005 0,028 ↑ 3.3 5,71e+05 1,74e+05 
925 0,029 ↓ 1.5 3,10e+05 4,59e+05 
3438 0,029 ↓ 2.2 2,91e+05 6,43e+05 
3543 0,030 ↓ 1.8 2,98e+06 5,24e+06 
911 0,030 ↑ 1.8 8,35e+05 4,73e+05 
1039 0,030 ↑ 2.5 6,10e+05 2,44e+05 
5015 0,031 ↑ 1.5 3,59e+05 2,36e+05 
740 0,033 ↑ 3.5 7,31e+05 2,11e+05 
4684 0,036 ↓ 1.9 3,72e+06 7,15e+06 
1179 0,036 ↓ 1.7 1,15e+06 1,96e+06 
5007 0,037 ↑ 1.7 5,46e+05 3,21e+05 
3596 0,039 ↓ 1.7 1,92e+06 3,31e+06 
2665 0,039 ↑ 1.9 1,23e+06 6,31e+05 
1238 0,041 ↓ 1.9 1,15e+06 2,17e+06 
631 0,043 ↑ 2.6 5,42e+05 2,12e+05 
2942 0,045 ↓ 1.4 5,39e+06 7,60e+06 
412 0,045 ↑ 4.1 3,93e+05 9,66e+04 
1469 0,045 ↓ 1.8 3,79e+05 6,85e+05 
2826 0,048 ↑ 3.0 8,58e+05 2,86e+05 
2201 0,049 ↑ 1.5 3,83e+05 2,62e+05 
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In figura 4.4 sono riportate le immagini ingrandite di alcuni degli spot proteici che 
risultano differenzialmente espressi nel confronto. Infine nella figura 4.5 sono 
riportati gli istogrammi ottenuti dai valori medi di intensità (volume normalizzato) per 
i 38 spots trovati differenzialmente espressi dal confronto, divisi tra up (fig 4.5 C e D) 
e down regolati (fig 4.5 A e B).  
 
 
FIGURA N 4.4: Immagini rappresentative di alcuni spots differenzialmente espressi tra sani 
e bipolari. 
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FIGURA N 4.5 Istogrammi relativi al volume normalizzato degli spots differenzialmente 
espressi con variazione significativa tra sani e malati (p-value<0.05). A,B: spots che 
diminuiscono nei bipolari rispetto al sano; C,D: spots che aumentano nei bipolari rispetto al 
sano. Viene riportata la media ± SD del volume normalizzato per ognuno degli spot indicati 
nella tabella 4.3. 
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Questi spots differenzialmente espressi sono stati tagliati dal gel e sottoposti a 
spettrometria di massa per l’identificazione che è in corso.  
 
In conclusione, questi dati preliminari suggeriscono la presenza di differenze di 
espressione nelle proteine mitocondriali dei pazienti bipolari confermando l’ipotesi di 
un ruolo del mitocondrio in questa patologia. L’ipotesi è che un’alterata attività 
mitocondriale, associata ad un deficit energetico, determini difetti nella funzione 
cellulare causa della  patologia. 
Chiaramente lo studio andrà ampliato per includere un maggior numero di pazienti ed 
infine validato con tecniche immunochimiche (western blot e/o ELISA) con lo scopo 
di determinare potenziali biomarcatori del DB. Questo ci consentirebbe di identificare 
un pannello di proteine utili a migliorare la diagnosi e la classificazione dei sottotipi di 
patologie psichiatriche, così come a stratificare i pazienti in classi omogenee e utili dal 
punto di vista clinico. Infine, capire le interazioni tra la disfunzione mitocondriale ed il 
DB, aiuterà a definire strategie terapeutiche più efficaci consentendo esiti migliori per 
la salute dei pazienti. 
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